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RESUMO GERAL

Ao longo do tempo as cactaceas adquiriram mecanismos para se estabelecer em ambientes
escassos de agua e nutrientes. Objetivou-se por meio esse estudo, o isolamento e
identificacdo de fungos rizosféricos em associacdo com Opuntia cochenillifera de
ocorréncia espontdanea em uma darea sob processo exponencial de salinizacao e
desertificacdo, bem como modelar seus atributos quimicos e mineralogicos e realizar a
bioprospeccdo dos fungos isolados quanto suas capacidades como promotores de
crescimento em plantas de tomate. Para determinacdo da populacdo microbiana, foi
realizada coleta de solo na profundidade 0-20 cm da superficie na area correspondente a
rizosfera. A diluicdo foi realizada até a fracdo 10, 10* e 10” e inoculada em placas de
Petri contendo meios de cultivo seletivos e realizada a contagem de unidades formadoras
de colonia (UFC) e identificacdio morfologica e molecular dos isolados. Foi possivel
observar presenca fungo rizosféricos em associacdo com O. cochenillifera, em area em
processo de desertificacdo e salinizacao. Por meio da comparacdo (e-value > 99%) foram
identificadas similaridades para Aspergillus spp., Paecilomyces spp., Neurospora sp.
Penicillium spp. e Coprinellus spp.. Os isolados foram submetidas a ensaios de
solubilizacdo de fosfato, producdo de acido-3-indol acético (AIA), antagonismo contra
fungos fitopatogénicos, desenvolvimento de plantulas de pepino e crescimento em meio de
cultura com restricdo hidrica. Por fim, realizou-se ensaio in vivo para promocdo de
crescimento em associacdo com po de rocha silicatica. Todos os resultados dos ensaios
foram submetidos a andlises estatisticas e teste de médias ou regressao, quando melhor
apropriado. Essas espécies sdao conhecidas na literatura pela sua riqueza metabolica, sendo
aplicaveis a processos biotecnolégicos para promocao de crescimento em plantas
cultivadas. Os isolados estudadas foram capazes de solubilizar fosfato, sendo F04 e FO5 os
que apresentaram os maiores indices de solubilizacdo. Quanto a producdo de AIA, os
isolados F02 e FO7 foram os mais promissores, com valores acima dos estipulados para
conferir como altamente produtores, embora todos os isolados tenham produzido o
hormo6nio, mesmo em menores niveis. Todos os isolados estudados foram capazes de inibir
o crescimento de Colletotrichum sp. e Fusarium sp., com taxas acima de 80% de inibigao
do crescimento micelial, atuando por mecanismos de confronto direto, sobreposicao ou
producdo de metabdlitos. O desenvolvimento das plantulas de pepino foi evidenciado para
os isolados F07, F08, FO9 e F10, como também para a emissdao de radicula. A restricao
hidrica proporcionou o crescimento micelial das isolados, com decréscimo a partir da
concentracdo de 10%. A promocao de crescimento foi verificada in vivo com e sem
associacdo com pé de rocha silicatica em plantas de tomate. Portanto, essas caracteristicas
conferem a esses isolados caracteristicas promotores de crescimento em plantas.

PALAVRAS-CHAVE: fungos filamentosos, fungos promotores de crescimento vegetal,
acido-3-indol acético, solubilizacdo de fosfato, Internal Transcripit Spacer, antibiose,
semiarido
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GERAL ABSTRACT

Over time, cacti have acquired mechanisms to establish themselves in scarce water and
nutrient environments. The objective of this study was to isolate and identify rhizospheric
fungi in association with cacti (Opuntia cochenillifera) that occur spontaneously in an area
under exponential salinization and desertification, as well as to model their chemical and
mineralogical attributes and to perform bioprospecting of the isolated fungi and their
capacity as growth promoters in plants. To determine the microbial population, soil
collection was performed at a depth 0-20 cm from the surface in the area corresponding to
the rhizosphere. The dilution was carried out up to the fraction 10, 10* and 10®° and
inoculated in Petri dishes containing selective culture media and the counting of colony
forming units (CFU) and the morphological and molecular identification of the isolated
strains were performed. It was possible to observe the presence of rhizospheric fungus in
association with O. cochenillifera, in an area undergoing desertification and salinization.
Through comparison (e-value> 99%), similarities for Aspergillus spp. (isolate F02) and
Coprinellus spp. (isolate F05). the strains were subjected to phosphate solubilization
assays, production of 3-indole acetic acid (IAA), antagonism against phytopathogenic
fungi, cucumber seedling development and growth in water-restricted culture medium.
Finally, an in vivo test was carried out to promote growth in association with silicate rock
powder. All test results were subjected to statistical analysis and averaging or regression
testing, when appropriate. These species are known in the literature for their metabolic
richness, being applicable to biotechnological processes to promote growth in cultivated
plants. The strains studied were able to solubilize phosphate, being FO4 and FO5 the ones
with the highest solubilization rates. As for the production of IAA, the strains FO2 and F07
were the most promising, with values above those stipulated to check as highly producers,
although all strains have produced the hormone, even at lower levels. All strains studied
were able to inhibit the growth of Colletotrichum sp. and Fusarium sp., with rates above
80% of mycelial growth inhibition, acting by mechanisms of direct confrontation, overlap
or production of metabolites. The development of cucumber seedlings was evidenced for
strains FO7, FO8, FO9 and F10, as well as for radicle emission. The water restriction
provided the mycelial growth of the strains, with a decrease from the concentration of
10%. Growth promotion was verified in vivo with and without association with silicate
rock powder. Therefore, these characteristics give these strains growth-promoting
characteristics in plants.

KEYWORDS: filamentous fungi, plant growth promoting fungi, 3-indole acetic acid,
phosphate solubilization, Internal Transcripit Spacer, antibiosis, semiarid
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1. INTRODUCAO GERAL

A agricultura constantemente passa por mudancas e adaptagdes, as quais sdo
mediadas pelos avancos e necessidades da sociedade, especialmente em prol do
fornecimento de alimentos em quantidade e qualidade para a populacao. Atrelado a isso, os
avancos biotecnologicos sdao uma das maiores ferramentas que o desenvolvimento agricola
possui para o desenvolvimento de suas praticas, especialmente devendo se pensar na
sustentabilidade e métodos limpos de producao.

O semiarido é um clima caracteristico de regides que recebem um indice
pluviométrico baixo e irregular em funcdo também da evapotranspiracdao potencial
(NASCIMENTO et al., 2018). Nesse clima encontra-se como bioma a Caatinga,
reservatorio de biodiversidade resiliente. Junto a essa biodiversidade, ha as relacoes
simbidticas e mutualisticas entre plantas e micro-organismos, as quais tém sido
amplamente estudadas tendo em vista o conhecimento acerca da diversidade de espécies
vegetais e microbianas. Estas dltimas comumente aplicadas em processos biotecnologicos
em funcdo de suas funcionalidades, as quais sdo das mais diversas, desde aplicacdo 4
farmacologia e agropecuaria.

Embora ainda pouco explorado do ponto de vista de prospeccdao biotecnologica
para agropecuadria, os micro-organismos do solo habitantes desse clima estdo presentes em
abundancia e diversidade, apresentando potencialidades para incremento ao
desenvolvimento vegetal na agricultura. Isso pois o solo é um reservatério amplo e rico no
abrigo desses organismos, os quais podem ser de vida livre ou simbiéticos para com as
plantas que na regidao habitam. A rizosfera é compreendida como a regido préxima e
circundante a regido das raizes dos vegetais, assim, é importante a bioprospec¢do de micro-
organismos associados a vegetacao devido a maior capacidade simbiotica, especialmente
em ambientes extremos, como é o semiarido.

Nesse sentido, os fungos filamentosos sdo micro-organismos multicelulares,
organizados filogeneticamente no dominio Eukarya, estando proximamente ligados aos
grupos dos animais e plantas, mas sendo um grupo distinto de ambos e completamente
diverso no que tange morfologia e variabilidade genética (TORTORA, FUNKE, CASE,
2016). Nas relacoes simbioticas, apresentam afinidade com as raizes das plantas, atuando
como extensdes destas, facilitando assimilacdo e absorcdo de nutrientes conferindo maior

resisténcia aos eventos adversos que podem ocorrer no ambiente, como escassez de agua,
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por exemplo. Logo, a bioprospeccdao de fungos filamentosos associados a rizosfera de
cactaceas naturalmente habitantes do clima semiarido é importante para o desenvolvimento
de estratégias de melhorias na produtividade agricola por meio dos mecanismos de
promogcao de crescimento vegetal que esses organismos sdo capazes de prover.

Dentre os mecanismos de promocao de crescimento em plantas, a solubilizacdao de
fosfato é uma das estratégias mais desejaveis, uma vez que esse nutriente faz parte dos
maiores limitantes na producdo vegetal, especialmente pelo fato de estar presente nos
processos metabolicos das plantas, atuando de formas diretas e indiretas no seu
desenvolvimento. Ademais, o fato de o P ser um elemento limitante na agricultura tem
gerado uma grande discussdao quanto a utilizacdo de micro-organismos solubilizadores
deste elemento.

Fitormonios ou horménios vegetais, por sua vez, sdo compreendidas como
substancias quimicas que em baixas concentracdes promovem o crescimento das plantas,
influenciando no seu crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo celular de tecidos. Sao
moléculas sinalizadoras que regulam muitos processos de desenvolvimento das plantas sao
compostos organicos, os quais sao produzidos naturalmente em alguma parte da planta e
em algum momento da sua fenologia transportados para outra, o que finda em respostas
fisiolégicas especificas, e também ha os que agem no préprio local onde sdo produzidos
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Por causa da capacidade de estimular ou inibir o crescimento de
plantas, estes também sdo chamados de reguladores de crescimento de plantas. Cinco
principais grupos de fitormonios sdo reconhecidos: auxinas, giberelinas, etileno,
citocininas e 4acido abscisico (TAIZ; ZEIGER, 2013). Esses fitohorménios ou
fitorreguladores sdao fundamentais também nos processos de colonizacdo do sistema
radicular para com os processos simbioticos.

Outro fator importante é a supressdo de doengas de plantas pelo uso micro-
organismos benéficos da rizosfera que pode ocorrer por varios mecanismos de acdao, como:
antagonismo relacionado a producao de antibidticos antiftingicos, competi¢cao por espaco e
nutrientes com fitopatégenos e outros micro-organismos prejudiciais a rizosfera e indugao
de resisténcia nas plantas (SILVA et al., 2017). Considerando o biocontrole, sdo varios os
mecanismos de acdo utilizados por esses fungos, dentre os quais, destacam-se a producao
de metabdlitos e enzimas com propriedades antifungicas, o hiperparasitismo e a

competicdo por nutrientes do meio. Esses caracteres conferem a esses organismos lugar de
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destaque nas pesquisas relacionadas ao biocontrole de doencgas de plantas causadas por
fungos.

Muitos dos fungos filamentosos encontrados em simbiose com as plantas no
rizoplano sdo capazes de crescer em condigcdes adversas, como altos niveis de salinidade
ou metais pesados, como também na auséncia total ou parcial de agua. Nesse aspecto,
levanta-se a hipdtese de que a simbiose entre fungos filamentosos e plantas fomentam a
capacidade de resisténcia das plantas, podendo ser por meio da disponibilizacdo de
nutrientes para as plantas na duracdo desses estresses ambientais, enquanto as plantas
disponibilizam também para os micro-organismos exudatos liberados pelo sistema
radicular, havendo uma relacdo de troca mutua entre ambos 0s grupos.

Em associacdo a essas prospeccoes funcionais de fungos com capacidades
promotoras de crescimento vegetal, as técnicas moleculares em associagao com os métodos
tradicionais de identificacdo desses micro-organismos por meio das caracteristicas
morfolégica sdo fundamentais para sustentacdo da pesquisa. Dentre as regides genéticas
utilizadas na identificacdo de fungos a ITS (Internal Transcript Space) é uma das mais
difundidas, especialmente por se tratar de uma regidao conservada (MAN et al., 2010).
Técnicas moleculares utilizando a regido do DNA ribossomal (ITS-rDNA), associadas a
ferramentas de bioinformatica tém sido tteis na identificacdo e classificacdo de espécies de
fungos, permitindo assim reconstrucao das relacdes filogenéticas do grupo, auxiliando na
determinacdo de linhagens evolutivas independentes e na inferéncia de sua respectiva
histéria evolutiva.

Assim, essa pesquisa propde a bioprospeccao de fungos rizosféricos associados a
cactaceas do semiarido alagoano tendo em vista suas habilidades como promotores de
crescimento vegetal, desse modo, o Capitulo I traz uma revisdao bibliografica sistematica
acerca da tematica, abordando os pontos essenciais para o desenvolvimento da pesquisa,
servindo como aporte tedrico e metodologico.

O Capitulo II faz uma abordagem acerca do isolamento e identificacdo dos fungos
rizosféricos associados as cactaceas do semiarido. Portanto, apresenta as evidéncias da
diversidade microbiana quanto a populagdo de fungos rizosféricos. Ademais, vem também
apresentar a necessidade de estudos voltados para areas e biomas que estao em processo de
desertificacdo, apoiando-se nos resultados sobre estrutura microbiana, pois, maioria dos
trabalhos previamente publicados encontram-se em locus de ambientes de areas de

preservacdo ambiental, havendo assim um fator que facilita a presenca biodiversa.
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No Capitulo IIT estdo apresentados resultados obtidos por meio do screening das
caracteristicas dos fungos rizosféricos quanto sua capacidade para promocgdo de
crescimento vegetal, como solubilizacdo de fosfato, producao de acido-3-indol acético,
antibiose frente a fungos fitopatogénicos, desenvolvimento de plantulas de pepino e
crescimento micelial sob influéncia da restricao hidrica, mostrando que essas isolados aqui
estudadas apresentam diversidade quanto a essas caracteristicas, podendo ser aplicadas em
processos biotecnologicos para a formulacdo de inoculantes.

No capitulo IV realizou-se um estudo in vivo para determinar a promogdo de
crescimento dos isolados fuingicos em mudas de tomateiro com associacdo ao p6 de rocha
silicatico, o que intui ao desenvolvimento de bioprocessos para desenvolvimento agricola.
Portanto, os capitulos aqui abordados permeiam em torno da bioprospeccdao de fungos
rizosféricos associados a cactaceas tendo em vista suas caracteristicas funcionais para

promocao de crescimento vegetal.
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2. CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA
2.1 Semiarido e Cactaceas: Fonte de Biodiversidade

A Caatinga € o tnico e exclusivo bioma genuinamente brasileiro, portanto se tem a
necessidade da sua conservacao, tendo em vista a manutencao do seu alto grau de
endemismo e riqueza de espécies pois, ao longo do processo de uso e ocupagdo do espago
semiarido, este bioma vem passando por intensos processos de degradacdo devido as
praticas agropecuarias (NASCIMENTO et al., 2018) e o extrativismo vegetal, realizados
de forma intensiva, inadequada, e, em muitos casos, de forma predatdria; resultando na
perda da cobertura vegetal (NASCIMENTO; LIMA; LIMA, 2014).

Esse bioma possui uma vegetacao tipica do semiarido nordestino, adaptada a solos
secos, clima de sol forte o ano todo, com temperaturas elevadas, chuvas escassas e
irregulares, com secas periodicas (PRUDENCIO; CANDIDO, 2009). Essas caracteristicas
fazem com que muitos compreendam erroneamente o bioma como pobre em
biodiversidade, o que ndo é o caso, pois, a caatinga e o semiarido apresentam uma vasta
diversidade vegetal e animal. Em adicdo a esses ha a influéncia dos micro-organismos que
vivem em simbiose, especialmente com as plantas, por meio da rizosfera e também como
endofitos.

O clima dessa regido faz parte de um dos sistemas mais complexos do mundo,
devido ndo apenas a extensdo territorial que compreende, mas também ao sistema de
ventos oriundos das regides Nordeste e Sudeste, os quais criam uma instabilidade nos
padrdes pluviométricos que culminam por se concentrar em alguns meses do ano,
ocasionando uma escassez de chuvas. Logo, existe uma grande variacdo na precipitacao
anual para o semiarido. Essas condicOes particulares sdo as responsaveis pela grande
diversidade de tipos vegetacionais que caracterizam o semiarido (GIULIETTI et al., 2006).

Dentre as espécies vegetais caracteristicas do Semiarido, as cactaceas estao dentre
as mais abundantes. As espécies desse grupo vegetal estdo dentre as mais conspicuas e
tipicas dos ambientes aridos e semiaridos do Novo Mundo, sendo encontradas desde o
sudeste da Patagonia (Argentina) até o sul do Canada, em habitats variados que vao desde

regioes aridas até florestas umidas (MEIADO et al., 2012). Entretanto, sdo mais
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frequentemente encontradas em regides de clima quente e seco, exceto na regido timida
equatorial (TAYLOR; ZAPPI, 2004).

O semiarido brasileiro possui uma area equivalente a 1,03 milhdo de quilometros
quadrados, representando 12% do territério nacional. Na regido Nordeste, 1.262
municipios localizados nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe possuem sua area caracterizada como
semiarida (ASA, 2020). Essas regioes sao caracterizadas por ter precipitacao pluviométrica
média anual igual ou inferior a 800 mm, indice de Aridez de Thornthwaite igual ou inferior
a 0,50 e/ou percentual diario de déficit hidrico igual ou superior a 60%, considerando todos

os dias do ano (SUDENE, 2020) (Figura 1).
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Figura 1. Delimitacdo da regido Semiérida Brasileira. Fonte: Adaptado de Sudene (2020).

No estado de Alagoas, em funcdo do grau de xerofitismo da vegetacdo e
variabilidade edafoclimaticas, as formacdes vegetais que dominam o extremo oeste do

Estado sdo divididas em Caatinga Hiperxerdfila, Caatinga de Varzea e Caatinga



20

Hipoxeréfila, sendo esta tltima, predominante em Olho D’Agua do Casado e Delmiro
Gouveia (EMBRAPA, 2012).

A familia Cactaceae contém representantes que se encontram distribuidos em
regioes aridas e quentes, sendo mais notaveis no sudoeste dos Estados Unidos e México,
leste brasileiro e nos Andes Sul-Americanos (BARTHLOTT; HUNT, 1993). Entre as
cactaceas, é possivel observar caracteristicas evolutivas incomuns, como as modificacoes
nas estruturas vegetativas - perda ou reducdo das folhas; o cortex e a medula sdo
transformados em um tecido proprio para o armazenamento de dgua; os ramos laterais sao
transformados em agrupamentos de espinhos centrais e radiais denominados aréolas.
Podem ter o tronco cilindrico ou colunar, ramificado ou sem ramificacdes, segmentado ou
ndo segmentado e alguns ainda podem ser globosos com a forma de uma esfera
(ANDERSON, 2001), o que denota numa vasta diversidade morfoléogica.

Infelizmente, no Brasil a pratica do desmatamento é algo corriqueiro e comum em
todos os biomas no pais inteiro. Além dessa problemadtica, os biomas tém sofrido por
varios processos degradativos ao longo dos anos, muitos desses ocasionados pelas mas
praticas agropecuarias, e muitas dessas realizadas de modo indiscriminado e ausente de
assisténcia especializada. Esses processos antropogénicos proporcionam varios danos ao
meio ambiente, especialmente no que tange a reducao das populacdes bioldgicas, afetando
também os micro-organismos, importantes agentes da ciclagem e manutencao de
nutrientes.

Assim como a vegetacdo local, os micro-organismos presentes nesse sistema
apresentam adaptacoes a estresses abioticos, tais como salinidade, temperaturas elevadas,
incidéncia de radiacdo solar alta e estresse hidrico (VURUKONDA et al., 2016). Esses
organismos possuem a habilidade de tolerar essas condicdes adversas e contrastantes
(BARROS et al., 2019) inerentes ao ambiente, podendo desempenhar importante papel no
fluxo de energia, na ciclagem de matéria organica e nos ciclos biogeoquimicos (BREZA-
BORUTA et al., 2016).

Dadas essas observagoes, esse ambiente vem sendo cada vez mais explorado por
pesquisadores como uma fonte para estudos que abordam a riqueza e diversidade
microbiana (LIMA et al., 2014). Lima et al. (2014) destacam a necessidade de
desenvolvimento de pesquisas direcionadas aos estudos das populacdes microbianas na
caatinga, uma vez que a comparacdo de resultados se torna uma dificuldade dada a maior

concentracao de pesquisa em areas de reserva ou de biomas diferentes. Também se destaca
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o potencial biotecnolégico desses micro-organismos (SANTOS et al., 2011) que vivem

associados as intempéries locais.

2.2 Fungos Rizosféricos e funcionalidades para promocao de crescimento vegetal

Os micro-organismos do solo sdo responsaveis pela degradacdo de diferentes
constituintes da matéria organica do solo, transformados em uma variedade de
biomoléculas e metabolitos secundarios, liberados via acdo de varias enzimas
(TORTELLA et al., 2008). Esse compostos e biomoléculas sao apreciados no tocante da
assimilacdo pelas plantas, os quais, ao passarem pelo processo de ciclagem, atuam como
biofertilizantes ou podem contribuir de modo indireto na atuacao na estabilidade da biota,
metabolismo, sanidade e diversidade do solo.

Naturalmente, as plantas sdo colonizadas por inimeros micro-organismos,
estabelecendo varias formas de associagdes simbidticas. Essas associacdes compreendem a
diversos mecanismos que proporcionam nomear esses micro-organismos como Promotores
de Crescimento Vegetal. Assim, dentre as caracteristicas mais comumente conhecidas na
agricultura pode ser citada a solubilizacdo de fosfato (SILVA et al., 2015; SILVA et al,
2019), producdo de hormonios ou reguladores de crescimento vegetal (OLIVEIRA et al.,
2012) e controle de fitopatogenos (SILVA et al., 2017), podendo este agir por meio de
varios mecanismos (diretos e indiretos).

A associacdo entre espécies de arroz silvestre com bactérias diazotroficas (ZHANG
et al.,, 2008) e fungos endofiticos "dark septate" (DSEF) (YUAN et al., 2010) sdo
exemplos das interacdes que podem ocorrer entre plantas cultivadass e micro-organismos
promotores de crescimento vegetal. Alguns autores tém sugerido que os DSEF possuem a
habilidade de estabelecer associacoes mutualistas com as plantas hospedeiras, pois atuam
como promotores do crescimento vegetal e, principalmente, facilitam a absor¢ao de fésforo
e nitrogénio (CHEN et al., 2010).

Também tem sido observado que esses fungos podem coexistir com fungos
micorrizicos e produzir metabdlitos capazes de aumentar a germinagdo, o crescimento e a
ramificacdo de hifas desses fungos, beneficiando a planta hospedeira de forma indireta
(SCERVINO et al., 2009) (Figura 2). Essa coexisténcia é um fator importante, pois, ndo
havendo competicao entre os micro-organismos benéficos no solo, maiores sdo as chances

de promover um melhor equilibrio na microbiota do solo, favorecendo o desenvolvimento
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vegetal. Diferentemente de fungos micorrizicos arbusculares, os DSEF ndo sdo biotréficos
obrigatérios, o que facilita seu cultivo em meio de cultura e o desenvolvimento de
inoculantes que visem a promocdo do crescimento vegetal, sendo esta uma caracteristica

favoravel para um fungo promotor de crescimento vegetal.

Fungo rizosférico simbidtico

Agentes
fitopatogénicos

Micoparasitismo
Antagonismo
Antibiose

Figura 2: Representacdo da interacdo entre fungis rizosféricos e
as raizes das plantas. Fonte: Adaptado de Silva et al. (2021).

Algumas linhagens de Trichoderma sp. tém sido amplamente estudadas pois
aumentam a superficie total do sistema radicular, possibilitando um maior acesso aos
elementos minerais nele presentes. Outras sdo capazes de solubilizar e disponibilizar para a
planta o fosfato de rocha, ferro, cobre, manganés e zinco. Também podem melhorar os
mecanismos ativos de absor¢do de cobre, fosforo, ferro, manganés, sodio, cobalto, cadmio,
cromo, niquel, chumbo, vanadio, magnésio, boro, zinco e aluminio; bem como aumentar a
eficiéncia da planta para utilizar alguns nutrientes importantes, como o nitrogénio.

A inoculacdao de micro-organismos, aliados ou ndo a outros micro-organismos
benéficos do solo, pode incrementar o desenvolvimento vegetal (SILVA FILHO; VIDOR,
2001; NARLOCH et al., 2002), o qual pode ser induzido de forma direta, pela produgao de

horménios de crescimento, ou indireta, pela modificacdo da microbiota da rizosfera. Este
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ultimo é considerado um dos principais mecanismos de agdo, devido a supressao de micro-

organismos deletérios (MELO; AZEVEDO, 1998).

2.2.1 Solubilizacao de Fosfato

Apesar de abundante nos solos, tanto na forma organica quanto inorganica, o
fosforo (P) é o segundo nutriente limitante ao crescimento de plantas. A baixa
disponibilidade desse nutriente, especialmente em condicdes de solos acidos das regides
tropicais e subtropicais, é tido como um dos fatores limitantes para a producdo agricola
(VINHA et al., 2021). Esses caracteres estimulam as altas aplicagcdes de adubos fosfatados,
porém as plantas ndo possuem a capacidade de assimilar essas concentracoes aplicadas.
Assim, adsorcdo do P indisponibiliza esse macronutriente as plantas e o sujeitam a perdas
por erosao, uma vez que ele é arrastado juntamente com a argila e a matéria organica.

Esse elemento é um dos principais macronutrientes essenciais para o crescimento e
desenvolvimento das plantas devido a sua atuacdo em processos metabolicos (ROCHA et
al., 2007). De modo geral, os solos brasileiros apresentam naturalmente baixo teor de
fésforo total e muito baixo teor de fésforo disponivel para as plantas. Do foésforo
adicionado ao solo através de fertilizantes quimicos, até 25% é aproveitado pelas plantas.
Essas adubacoes sdo realizadas principalmente com fosfatos soltiiveis em agua, atingindo
dosagens de fésforo muito superiores as necessidades das culturas, pois a maior parte do
adicionado torna-se indisponivel as plantas (BRAGA, 2006). Essa indisponibilidade
caracteriza prejuizo financeiro aos produtores, fazendo assim necessario a utilizacdo de
estratégias que possam mitigar esse cenario.

Micro-organismos solubilizadores de fosfato sdo aqueles que possuem a habilidade
de secretar acidos organicos, e/ou fosfatases que facilitam a conversdo de formas
insoltiveis de fésforo (P) para formas disponiveis para as plantas (MOREIRA; ARAUJO,
2013). No ciclo do P no solo, os micro-organismos sdao fatores importantes, onde o P
organico pode ser liberado por meio da mineralizacdo e o P inorganico por meio da
hidrolise de monoésteres por fosfomonoesterase alcalina e 4cida. As plantas liberam
apenas a fosfomonoesterase acida, enquanto os micro- organismos podem produzir a acida
e alcalina. Com isso, os micro-organismos demonstram maior envolvimento no ciclo do P

contribuindo para maior nutri¢do das plantas (CUI et al., 2015).
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Esses micro-organismos desempenham importante papel no suprimento de P as
plantas e sua acdo solubilizadora tem sido associada, principalmente, a producao de acidos
organicos (ALVES; SILVA FILHO, 2009; BARROSO; NAHAS, 2008). No solo, os
micro-organismos solubilizadores de P contribuem para aumentar a concentracao desse
elemento na solugdo do solo, fazendo com que este possa ser absorvido diretamente pelas
raizes ou pelas hifas de fungos em simbiose (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O fésforo (P) é adsorvido aos coldides do solo ou transformado em compostos de
ferro e aluminio pouco soluveis para as plantas. Por isto é que as formulacdes de
fertilizantes sdo representadas por altos teores de P. Com isto, maiores quantidades de P
sao adicionadas ao solo para que a planta aproveite 25%, o que se traduz numa baixa
eficiencia dos fertilizantes fosfatados. Neste sentido, os micro-organismos do solo tém um
papel transcendente na mineralizacdo e solubilizacdo do fésforo. As formas organicas de P
sao mineralizadas pelos micro-organismos produtores das enzimas fosfatases (BRAGA,
2006).

O P organico é transformado em P soltvel pela acdo das fosfatases, enzimas que
catalisam a hidrélise de ésteres de fosfatos, liberando fosfato solivel. As fosfatases sdo
secretadas pelas raizes das plantas e pelos micro-organismos do solo (NAHAS et al.,
1994). Esta enzima, quando no meio vegetal, pode ser constitutiva ou induzida por fatores
externos como deficiéncia de fosforo inorganico ou dificuldade de absorver fésforo em
condicOes de falta de agua.

Tarafdard et al. (1981) verificaram que a atividade da fosfatase acida apresenta uma
correlacdo significativa com o fésforo inorganico. A concentracdo de fésforo inorganico no
tecido da planta constitui um parametro de eficiéncia ao uso de fosforo. Quanto menor o
teor de fésforo inorganico no tecido, maior a atividade da fosfatase acida no mecanismo de
uso de fosforos pelas plantas (OLIVEIRA et al., 1999).

A inoculacao de micro-organismos solubilizadores de fosfatos no solo tem sido
sugerida como alternativa para substituir ou diminuir o uso de fertilizantes fosfatados
soltiveis, mediante melhor aproveitamento dos fosfatos naturais (VESSEY, 2003),
existentes ou adicionados ao solo e dos formados pela aplicacdo de fontes soliiveis, para
incrementar a concentracao de fésforo soltivel na rizosfera e promover a nutricio das

plantas com fosforo (PEIX et al., 2001; GYANESHWAR et al., 2002).
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2.2.2 Producao de reguladores de crescimento vegetal

Fitormonios ou hormonios vegetais sdo compreendidas como substancias quimicas
que em baixas concentracoes promovem o crescimento das plantas, influenciando no seu
crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo celular de tecidos (SPAEPEN et al., 2009).
Sdao moléculas/compostos organicos sinalizadoras que regulam muitos processos de
desenvolvimento das plantas (FITZE et al., 2005) os quais sao produzidos naturalmente em
alguma parte da planta e em algum momento da sua fenologia transportados para outra, o
que finda em respostas fisioldgicas especificas, e também ha os que agem no proprio local
onde sdo produzidos. Por causa da capacidade de estimular ou inibir o crescimento de
plantas, estes também sdo chamados de reguladores de crescimento de plantas. Cinco
principais grupos de fitormonios sdo reconhecidos: auxinas, giberelinas, etileno,
citocininas e acido abscisico (SAHARAN; NEHRA, 2011). Esses fitohormo6nios ou
fitorreguladores sdo fundamentais também nos processos de colonizacdo do sistema
radicular para com os processos simbidticos.

As auxinas sdo compostos que estimulam o crescimento, sendo o acido-3-
indolacético (AIA) a principal auxina encontrada nas plantas, o qual é produzido no
meristema apical do caule, folhas jovens, flores, frutos em desenvolvimento e sementes,
sendo também encontrados em raizes. O seu transporte ocorre unidirecionalmente, por
meio das células parenquimaticas do floema e parenquimatica que circulam os tecidos
vasculares (RAVEN et al., 2001) (Figura 3). Esses fitohormonios sdo responsaveis pelo
alongamento das plantas e diferenciacdo celular, sendo os mais prospectados em funcgado

dos micro-organismos promotores de crescimento vegetal.
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Figura 3. Esquema da biossintese do acido-3-indol acético tendo
como precursor o aminoacido L-triptofano. Fonte (SILVA et al.,
2021).

Fungos promotores do crescimento vegetal beneficiam as plantas por meio de
mecanismos diretos (producdo de fitormonios, reducdo dos niveis de etileno na planta,
solubilizacdo de fosfato) e indiretos, os quais incluem mecanismos de biocontrole,
producdo de antibidticos, inducdo de resisténcia sistémica, dentre outros, mostrando,
diversificados mecanismos os quais podem ser aplicados na agricultura (OLIVEIRA et al.,
2012; AGUADO-SANTACRUZ et al., 2012; MOREIRA; ARAUJO, 2013).

Alguns desses micro-organismos sdo capazes de estimular o crescimento das
plantas por meio da reducdo dos niveis de etileno nas mesmas, por meio da acdo da enzima
1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, diminuindo a producdo de etileno
nas raizes das plantas hospedeiras, o que resulta no alongamento desse 6rgao vegetal. A
promoc¢do do crescimento radicular é um dos efeitos benéficos dos micro-organismos
promotores do crescimento vegetal, pois o estabelecimento rapido das raizes laterais e
adventicias é uma caracteristica vantajosa para as plantas, aumentando a habilidade de se
fixar ao solo e obter agua e nutrientes do ambiente (MOREIRA; ARAUJO, 2013; SILVA
et al.,, 2015). Ademais, os fungos possuem a capacidade de atuar como “extensdes” das

raizes das plantas, o que fomenta as habilidades anteriormente citadas.
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Kaldorf e Ludwig-Miiller (2000) observaram que plantas colonizadas por Fungos
Micorrizicos Arbusculares (FMAs) apresentaram incremento na biossintese e na
concentracdo de acido idol-3-butirico (IBA) livre nas suas raizes, ao mesmo tempo em que
essas apresentam significativo aumento na sua ramificacdo lateral. Segundo os mesmos
autores, o incremento dos porcentuais de AIB esta relacionado com o aumento da interacao
planta-FMAs. De acordo com Ludwig-Miiller (2000), apesar de a sintese da fito-
horm6nios em plantas colonizadas por FMAs ainda ser pouco estudada, ha evidéncias de
que a troca hormonal entre os FMAs e as plantas hospedeiras existe.

O aminoacido L-triptofano, funciona como precursor fisioldgico na biossintese de
auxinas em plantas e em micro-organismos (KHALID et al., 2004). Na biossintese de AIA
Trp-independente, o glicerol-3-indol fosfato ou indol é provavelmente o precursor, porém
pouco é conhecido sobre a via bioquimica para AIA (ZHANG et al., 2008). Na biossintese
de AIA Trp-dependente, varias vias tém sido propostas: (i) via do Indol-3-Acetamida
(IAM); (ii) via do Acido Indol-3-30-Pirtivico (IPA); (iii) via da Triptamina (TAM) e (iv)
via do Indol 3-Acetaldoxima (IAOX) (NORMANLY, 2010; ZHAO, 2010) (Figura 4).
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Figura 4 Vias de biossintese de AIA trip-dependentes. Fonte: Adaptado de Pech et al.
(2003).
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2.2.3 Mecanismos biologicos de combate a fungos fitopatogénicos

A supressdo de doengas por micro-organismos benéficos da rizosfera pode ocorrer
por varios mecanismos de agdo, como: antagonismo relacionado a producdo de antibi6ticos
antifingicos, competicdo por espaco e nutrientes com fitopatdgenos e outros micro-
organismos prejudiciais a rizosfera e inducdo de resisténcia nas plantas (MOREIRA;
ARAUJO, 2013).

Considerando o biocontrole, sdao varios os mecanismos de acao utilizados por esses
fungos, dentre os quais, destacam-se a producdo de metabdlitos e enzimas com
propriedades antifiingicas, o hiperparasitismo e a competicdao por nutrientes (VERMA et
al. 2007). Esses caracteres conferem a esses organismos lugar de destaque nas pesquisas
relacionadas ao biocontrole de doencgas de plantas causadas por fungos.

O controle biolégico é caracterizado como uma forma de emprego de micro-
organismos com o intuito de limitar a acdo de patégenos no ambiente e/ou aumentar a
resisténcia do hospedeiro quanto ao ataque desses agentes nocivos (MORANDI;
BETTIOL, 2009). Desse modo, é imperativo afirmar a necessidade de prospeccao de
micro-organismos nao somente com base em suas fungOes bioldgicas, mas também
observar as relacoes junto ao hospedeiro e ambiente.

Nessa perspectiva de modelo de agricultura extensiva mundialmente difundida e
buscando a atender a necessidade de producdao de commodities e alimentos para a
populacgdo, o controle biol6gico acabou por ser uma area de estudos envolvendo diferentes
areas como a ecologia, biossistematica, comportamento, fisiologia e genética, com o
objetivo de subsidiar conhecimentos e atuar ndo somente no microclima no qual a
populacao esta inserida, mas também no equilibrio de toda a comunidade biol6gica do solo
(COOK; BAKER, 1983).

Para que se aplique o biocontrole ou controle biol6gico em doencas de plantas,
busca-se por micro-organismos de vida livre, ou colonizadores de superficies vegetais e
hiperparasitas, fungos que parasitam outros fungos (SILVA et al., 2017) ou, ainda,
colonizadores de tecidos internos das plantas, os quais sdo denominados endofiticos ou
edofitos.

Tais agentes de biocontrole podem atuar por diversos mecanismos de agdo diretos
como competicdo, parasitismo e antibiose direta, ou mecanismos indiretos como promocao

de crescimento vegetal e inducdo de resisténcia, sendo mecanismos que sempre atuam em
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paralelo. Existem na literatura especializada, relatos de uma diversidade de micro-
organismos, principalmente fungos e bactérias, utilizados no controle de fungos
fitopatogénicos (PAL; GARDENER, 2006; MORANDI; BETTIOL, 2009; SILVA et al.,
2019).

A introducdo da técnica de controle biolégico no manejo de doencas em plantas
cultivadas vem sendo estudada e aplicada ha anos, com o intuito de reduzir o uso
descontrolado de produtos quimicos, reduzindo seus efeitos deletérios e danosos ao
ambiente, homem e animais, bem como a reducdo de custos na producgdo das culturas de
interesse e beneficiando a satide do homem e dos animais (GRICOLETI JUNIOR;
SANTOS; AUER, 2000). Assim, é possivel afirmar que a aplicacao de técnicas de controle
biolégico, especialmente junto ao manejo integrado de pragas (MIP) é uma alternativa
como tecnologia limpa para a produgdo agricola e producao de alimentos.

O sucesso no uso de organismos antagonistas no controle de doencas de plantas
esta relacionado ao conhecimento da ecologia e fisiologia de patégeno e antagonista. Logo,
€ necessario saber qual o nivel de resisténcia suportado pelo antagonista, como é seu
comportamento e crescimento em diferentes substratos, qual sua resisténcia a produtos
quimicos e como é a relacao entre patogeno, hospedeiro e o ambiente em que ambos estdo
inseridos (solo, planta, atmosfera, dentre outros) (MORANDI; BETTIOL; PAULA
JUNIOR, 2014).

Em contramdo ao controle quimico, o controle biolégico apresenta efeitos a longo
prazo e ndo imediato, como se observa quando se aplicam fungicidas. Entretanto, este
ultimo, mesmo em condigOes corretas de aplicacdo, tende a prejudicar o agroecossistema,
especialmente quando se aplicado junto ao solo ou no caule de espécies arboreas, podendo
ser levado ao solo e cursos d’agua por lixiviagdo ou deriva.

Por muitas ocasides, a falta de assisténcia e orientacdo técnica especializada em
como utilizar produtos quimicos nas lavouras, como também as formas corretas de se
aplicar os produtos oriundos de agentes biologicos também dificulta a aplicabilidade e
exequibilidade dessas técnicas de controle de doencas de plantas. Porém, esse método
apresenta inimeras vantagens, principalmente no quesito meio ambiente, ndo causando
impactos danosos. Além disso, € um controle de baixo custo e ainda reduz a possibilidade
de perda de organismos benéficos que estejam presentes no ambiente (BETTIOL;

MORANDI, 2009).
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Portanto, muitas pesquisas tém sido desenvolvidas quanto a prospeccdo e aplicacdo

de micro-organismos com potencial antagonico contra fitopatdgenos, em varias culturas e

diferentes agentes etiologicos (Tabela 1).

Tabela 1.Agentes causais de doengas de plantas e respectivos antagonista discorridos na literatura.

Doengas Agentes causais Antagonistas Referéncia
Ferrugem da folha Puccinia recondita, Chaetomium spp., (LARRAN et al., 2016)
P. triticina T. harzianum (VEY, 2017)

Murcha de fusarium,
Fusariose

Podridao das raizes

Antracnose

Mofo cinzento, Mofo-
Branco
Pinta preta grande

Mancha alvo

Damping off

Fusarium sp.,
F. oxysporum,
F. solani

Alternaria panax,
F. oxysporum,

F. solani,
Phoma herbarum,
Mycocentrospora sp.
Colletotrichum musae,
C. truncatum

Sclerotium rolfsii,
Sclerotinia sclerotiorum
Alternaria solani

Corynespora cassiicola

Colletotrichum gossypii,
Rhizoctonia solani,
Alternaria spp.,
Aspergillus spp.,
Penicillium spp.

Trichoderma spp.,
Cladosporium oxysporum,
Pestalotiopsis cocculi,
Colletotrichum
gloeosporioides,
Penicillium crustosum
C. oxysporum,
Cladosporium sp.,
Pestalotiopsis cocculi,
T. koningiopsis,

P. chrysogenum
Brachysporiella sp.,
Dictyochaeta sp.
Gonytrichum sp.,
Saccharomyces cerevisiae,
S. boulardii
T. asperellum

(LARRAN et al., 2016)
(ZHENG et al., 2017)

(ZHENG et al., 2017)

(OLIVEIRA et al., 2019)
(HELING et al., 2017)

(GABARDO et al., 2020)

Curvularia inaequalis,
C. eragrostidis,
Albatrellus dispansus
Cophinforma atrovirens,
Phanerochaete sp.,
Diaporthe sp.,
Agaricales sp.,
Phomopsis sp.

S. cerevisiae,
Trichoderma sp.

(SOLINO et al., 2017)

(AMARAL, 2020)
(COSTA, 2018)

(CRUZ et al., 2020)

Vale a pena salientar que o alto custo de aquisicdo dos produtos quimicos

(agrotdxicos), a perda de eficiéncia do principio ativo devido a resisténcia dos organismos,

comumente causada por variabilidade genética do agente etiologico e todos os problemas

ambientais ja conhecidos ocasionados pelo uso excessivo e irracional fomentam a

necessidade de busca por novos meios de producdo agricola. O uso do controle bioldgico

representa uma das principais alternativas para producdao de matéria-prima e alimentos com

qualidade e consciéncia (MORANDI et al., 2009).
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De acordo com Medrado (2019) somente a partir do crescimento da percepcao
sobre as interacoes ecoldgicas que envolvem todos os organismos e o entendimento de que
ha um equilibrio dinamico nos ecossistemas naturais, foi possivel ampliar o espectro de
acdo do controle biolégico para estudos que envolvessem a utilizagdo de micro-organismos
também para o controle de doencas. Nesse sentido, é importante observar que nos
ambientes degradados ou em processo de degradacdo, seja natural ou antrépica, ha
presenca de vida microbiana, a qual pode ser utilizada como subsidio biologico para

pesquisas e aplicacdes na agricultura.

2.3.4 Bioinsumos fiingicos e remineralizadores no desenvolvimento agricola

A inoculagdo de micro-organismos promotores do crescimento vegetal, isolados ou
em mistura, pode elevar a porcentagem de sobrevivéncia e crescimento das plantas, como
sua produtividade (OLIVEIRA et al., 2010). Dentre os fatores responsaveis pelo aumento
na busca de insumos ambientalmente sustentaveis, a aplicacdao indiscriminada de
fertilizantes inorganicos e agrotéxicos tem grande relevancia (GONGALVES JUNIOR,
2013), especialmente pelos impactos causados na satide humana e no meio ambiente.

No entanto, quando se pensa em alimentacdao global, tais insumos agricolas ainda
sao de grande importancia (PRASHAR; SHAH, 2016). As culturas agricolas necessitam de
nutrientes essenciais para seu desenvolvimento e rendimento (GRANT et al., 2005) e para
isso, é necessario que estejam em quantidades adequadas e disponibilizadas no solo, para
serem assimiladas pelas plantas. Dessa forma, os fertilizantes sdo fontes rapidas e de facil
aplicabilidade para oferecer o padrdao nutricional exigido para um bom rendimento das
plantas (CAMARGO, 2012). Isso se da pelo fato de que apresentam resultados
considerados imediatos, bem como a baixa divulgacdo sobre a existéncia de insumos
sustentaveis como fertilizantes biol6gicos, especialmente no que se trata de produtores com
menor assisténcia técnica. Ademais, ainda se ha uma baixa preocupacao dos profissionais
quanto a utilizacdo desses produtos biolégicos em larga escala.

Assim, a preocupacdo com 0s danos a satide humana, animal e ambiental vem
crescendo, junto com a busca por componentes biolégicos na formulacdo de novos
insumos (LUCON, 2016). Nesse contexto, uma pratica que vem sendo bastante estudada é
a utilizacdo de micro-organismos do solo no controle biolégico de doencas e como

biofertilizantes (ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017; HADDAD, et al., 2017). Tais
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estudos sdo uma alternativa ambientalmente correta para novas aplicagdes desses insumos
nos solos agricolas (KHAN; ZAIDI; WANI, 2007). A microbiota do solo é responsavel por
funcdes de grande importancia para o sistema como um todo. A degradacdo de compostos
organicos, consequente disponibilidade de nutrientes e, portanto, auxiliando no
crescimento das plantas (KHAN; ZAIDI; MUSARRAT, 2014).

Nas interacdes simbidticas entre fungos e o sistema radicular das plantas o micélio
do fungo colonizando a raiz se estende para o solo e absorve agua e nutrientes. Por outro
lado, os fungos se beneficiam ao utilizar em seu metabolismo produtos fixados pelo
processo fotossintético das plantas (WANG; QIU, 2006).

Segundo Silva et al. (2019) a aplicacdo de bioinsumos/biofertilizantes proporciona
o aumento e adensamento da populacdao microbiana do solo, incluindo aquela composta
por fungos filamentosos. Desse modo, entende-se que o efeito benéfico exercido por essa
tecnologia vai além da demanda nutricional das plantas, mas proporciona ao ambiente a
manutencdo de sua qualidade, como por exemplo na sanidade do solo, apresentando
também carater supressivo, o qual pode ocorrer a médio prazo.

Dentre as alternativas que podem ser aplicadas de modo conjunto a inoculagdo de
micro-organismos promotores de crescimento como os fungos rizosféricos filamentosos,
pode ser citada a rochagem, a qual compreende como uma técnica baseada na adicdao de po
de rocha de variados tipos de rochas ou minerais que possuam a habilidade de alterar
positivamente a fertilidade dos solos (WELTER et al., 2011). Essa técnica pode ser
considerada como um tipo de remineralizacdo, onde o p6 de rocha é utilizado para
rejuvenescer solos pobres ou lixiviados, sendo fonte natural de fésforo, potassio, célcio e
magnésio, além de uma série de micronutrientes indispensaveis a nutricdo vegetal
(THEODORO et al., 2006), os quais seriam originalmente oriundos da adubacdao mineral
convencional.

Essa tecnologia, conforme o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), pretende modificar a tendéncia no uso de insumos quimicos, bem como tornar-se
uma pratica acessivel ao agricultor, especialmente pelo seu baixo custo. Remineralizador
pode ser definido entdo como um material de origem mineral que sofreu reducdo e
classificacdo de tamanho por processos mecanicos e que altera indices de fertilidade do
solo por meio da adicdo de macro e micronutrientes para as plantas, bem como promove a
melhoria das propriedades fisicas, quimicas como também da atividade biologica dos solos
(BRASIL, 2013).
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Dada a sua natureza geolégica, a maioria das rochas precisa ser processada para
estimular e acelerar o processo de liberacdo dos seus nutrientes. A moagem, em diferentes
granulometrias, € o primeiro passo para facilitar a disponibilizacdo dos macro e
micronutrientes, uma vez que provoca o aumento da superficie de contato e,
consequentemente, facilita a acdo de processos intempéricos e microbioldgicos,
aumentando a solubilidade mineral. Logo, a aplicacdo das técnicas de remineralizacao por
meio de rochagem em associagdo com a inoculacdo de sementes é uma alternativa
promissora, uma vez que micro-organismos como os fungos rizosféricos possuem a
habilidade de solubilizar nutrientes para que estes sejam disponibilizados as plantas de
interesse (SILVA et al., 2021), entretanto, estudos que tratam dessa associacdo ainda sdao
incipientes, porém necessarios para adocao de técnicas e desenvolvimento de bioprodutos
para aplicacao agricola.

Nesse tocante, ao se aliar os diferentes métodos para desenvolvimento agricola, a
peletizacdo de sementes pode ser uma alternativa que facilita o manejo de sementes,
especialmente na etapa de plantio, facilitando uniformizacao dos tamanhos da semente, por
exemplo, conforme elucida Santos (2016). Conforme Cruz (2019) a peletizacao de
sementes juntamente com fontes de fosfato proporcionam o desenvolvimento biométrico e
fisiolégico de plantas de café. Nesse sentido, a peletizacdo de sementes e fungos para
desenvolvimento vegetal ja € uma realidade, porém ainda separada. Assim, Melo et al.
(2020) estudando a peletizacao de sementes de milho crioulo com p6 de rocha afirmam que
goma de mandioca proporciona o melhor agente aderente nesse processo. Portanto, ha uma
lacuna de pesquisas que demonstrem a acao conjunta dos remineralizadores em adi¢dao aos

fungos filamentosos promotores de crescimento vegetal.
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CAPITULO 11

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS RIZOSFERICOS
ASSOCIADOS A CACTACEAS NO SEMIARIDO ALAGOANO

RESUMO - A dindmica da populacdo microbiana acompanha a evolucdo do meio
ambiente em funcdo de todos os processos decorrentes das mudancas climaticas. De igual
modo, as plantas associadas a esses micro-organismos também estdo passiveis a tais
mudancas. Essa relacdio pode ser concebida como uma simbiose, onde mesmo em
ambientes extremamente degradados, a relacao entre plantas e micro-organismos favorece
0 estabelecimento de cultivos para o desenvolvimento agricola e proporciona prover
alimento para humanos e animais domésticos. Assim, as cactaceas, ao longo do tempo,
adquiriram mecanismos para se estabelecer em ambientes escassos de agua e nutrientes.
Objetivou-se por meio desse estudo, o isolamento e identificacdo de fungos rizosféricos em
associacdo com cactaceas Opuntia cochenillifera de ocorréncia espontanea em uma area
sob processo exponencial de salinizacao e desertificacdo, bem como modelar seus atributos
quimicos e mineralogicos. A area experimental esta localizada no municipio de Ouro
Branco-AL (Ponto A (O: 37° 24’ 45°” S: 9° 4’ 47,3’”) e Ponto B (O: 37° 24’ 53,1* S: 9° 4’
39,3’’)). Para determinacdo da populacao microbiana, foi realizada coleta de solo na
profundidade 0-20 cm da superficie na area correspondente a rizosfera, em dois pontos
distintos. As amostras foram pesadas em separado 1g de cada ponto coletado para diluicao
seriada decimal. A diluigdo foi realizada até a fragdo 107, 10* e 10” e inoculada em placas
de Petri contendo meios de cultivo seletivos. Posteriormente foi realizada a contagem de
unidades formadoras de col6nia (UFC) e identificacdo morfolégica das coldnias. as
isolados foram submetidas a extracdo de DNA pela técnica de extracao com tampao
CTAB, seguida da amplificacdo por meio da PCR e confirmacdo da amplificacdo através
de gel de agarose. Posteriormente, os produtos da PCR foram encaminhados a Macrogen®
para sequenciamento. ApoOs este, as sequéncias foram analisadas nos softwares Staden
Package e MEGA, seguidos da pesquisa BLASTn no banco de dados NCBI-GenBank.
Assim, foi possivel observar a presenca de fungos rizosféricos em associagdo com O.
cochenillifera, em area em processo de desertificacao e salinizacdo. Por meio da andlise
filogenética da regido ITS do rDNA foi possivel identificar a presenca de espécies dos
generos Coprinellus, Paecilomyces, Aspergillus, Penicillium e Neurospora. Essas espécies
sao conhecidas na literatura pela sua riqueza metabdlica, sendo aplicaveis a processos
biotecnolégicos para promocdo de crescimento em plantas cultivadas, bem como outros
processos de interesses industriais.

Palavras-chave: diversidade microbiana, Internal Transcribed Spacer, Eurotiales.
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ISOLATION AND MORFOMOLECULAR IDENTIFICATION OF CACTII
ASSICIATED RIZOSPHERIC FUNGI FROM ALAGOANO SEMIARID

ABSTRACT - The dynamics of the microbial population follows the evolution of the
environment as a result of all processes arising from climate change. Likewise, plants
associated with these microorganisms are also susceptible to such changes. This
relationship can be conceived as a symbiosis, even in extremely degraded environments, in
relation to plant-micro-organisms, which favors the establishment of crops for agricultural
development and provides food for humans and domestic animals. Thus, as cactuses, over
time, they acquired mechanisms to establish themselves in scarce environments of water
and food. The aim of this study was the isolation and identification of rhizospheric fungi in
association with spontaneously occurring cacti (Opuntia cochenillifera) in an area of
exponential process of salinization and desertification, as well as to model their chemical
and mineralogical attributes. An experimental area is located in the municipality of Ouro
Branco-AL (Point A (W: 37°24'45''S: 9° 4'47.3 ") and Point B (W: 37°24'53.1''S : 9° 4
'39.3' ). To determine the microbial population, soil was collected from a depth of 0-20
cm from the surface corresponding to the rhizosphere, at two different points. The
frightened ones were weighed separately 1g from each point collected for serial decimal
dilution. The dilution was carried out to fraction 103, 10* and 10” and inoculated in Petri
dishes containing selective culture media. Subsequently, a count of colony forming units
(CFU) and morphological identification of the colonies was performed. the strains were
subjected to DNA extraction using the CTAB buffer extraction technique, followed by
amplification through PCR and confirmation of amplification using an agarose gel.
Subsequently, the PCR products were sent to Macrogen® for sequencing. After this, the
sequences were analyzed in the Staden Package and MEGA software, followed by the
BLASTn search in the NCBI-GenBank database. Thus, it was possible to observe the
presence of rhizospheric fungi in association with O. cochenillifera, in an area undergoing
desertification and salinization. Through the phylogenetic analysis of the rDNA ITS
region, it was possible to identify the presence of species of the genera Coprinellus,
Paecilomyces, Aspergillus, Penicillium and Neurospora. These species are in the literature
for their metabolic richness, being applicable to biotechnological processes for growth
promotion in cultivated plants, as well as other processes of industrial interest.

Keywords: microbial diverity, Internal Transcribed Spacer, Eurotiales.
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INTRODUCAO

O solo, por sua condicdo natural, € um ambiente propicio a uma vasta diversidade
de organismos, como os fungos e bactérias. Parte desses micro-organismos vive em
simbiose com varias espécies de plantas cultivadas ou ndo, e que tém potencialidades na
producdo vegetal. Os micro-organismos benéficos como actinomicetos, bactérias comuns e
fungos filamentosos tém sido estudados para incremento agricola, sendo possivel utilizar
de suas fungGes para desenvolvimento de processos. A acao da microbiota do solo confere
beneficios como fixacdo bioldgica de N, solubilizacao de fosfato e controle biolégico de
fitopatogenos e pragas agricolas, o que ja tem sido demonstrado na literatura (SILVA et
al., 2017; BARROS et al., 2019).

Porém, para a manutencdo da microbiota do solo, da vegetacdo e consequentemente
dos seus atributos quimicos, é necessaria a ado¢ao de praticas de conservacao perante o
sistema de cultivo e plantas adotadas na area/regido. O Semiarido brasileiro tem sofrido
com o crescimento exponencial da degradacao ambiental, especialmente no que se toca ao
solo, onde observa-se na paisagem as mudancas sofridas, especialmente as mazelas
ocasionadas pelas mas praticas agricolas (NASCIMENTO et al., 2018).

Esse enorme processo de degradacdo, vem sendo ocasionado pelo mau uso do
mesmo ou da agua, acarretando em processos de salinizacdo, desertificacdo e reducdo da
diversidade biolégica em muitos ecossistemas e agroecossistemas, o que tem resultado em
uma constante preocupacao quanto a recuperacdo de areas degradadas e conservacao dos
ambientes ainda resistentes.

A vegetacdo do Semiarido é constituida por varias espécies, sendo as Cactaceae
consideradas endémicas dessa regiao (CHAVES; BARROS, 2015). Desse modo, os
nativos tém desde o passado utilizado dessa familia botanica como recurso para a
providéncia de alimento, destinado especialmente para os animais (MAMEDE, 2017). Por
outro lado, nota-se deficiente a pratica de manejos conservacionistas para tais areas,
ficando a mercé das préprias espécies vegetais a manutencdo de propagacdo de
descendentes para que a espécie se mantenha, o que ocasiona em mais um fator que
proporciona os processos de degradacao ambiental.

A investigacdo de micro-organismos do solo tendo em vista a prospecgado para fins
agropecuadrios, farmacéuticos e industriais é constante e dinamica. O solo é compreendido

como um compartimento vivo, abrigando uma vasta comunidade de organismos, dentre
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eles os fungos, os quais possuem habilidade de estabelecer relagdes harmonicas com as
plantas. Porém, quando se trata de estudos relacionados as interacOes entre micro-
organismos e cactaceas do semiarido, maior parte dos trabalhos tém sido focados em areas
preservadas (SILVA et al., 2019), o que faz com que dados reais muitas vezes ndao sejam
explorados.

Dada a importancia das relacoes entre esse grupo de micro-organismos e as plantas,
ha um certo interesse em se conhecer processos relacionados a eles, especialmente, aqui,
em ralacdo aos seus caracteres agropecuarios, industriais e farmacéuticos. Portanto,
ferramentas como a morfologia sdo fundamentais para a identificacio desses micro-
organismos. Porém, em certos momentos, a morfologia ndo é suficiente para que se tenha a
identificacdo desses organismos a nivel de espécie.

Assim, técnicas moleculares desenvolvidas ao longo dos anos a partir da Reacdo
em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction — PCR) e o sequenciamento do
DNA tém sido de grande valia para o estudo e identificacdo dos organismos. Assim, dentre
os marcadores moleculares utilizados para identificacao de fungos, ganha destaque a regido
ITS (Internal Transcribed Spacer), a qual faz a separacdo dos genes 18S e 28S rDNA,
podendo ser amplificada com primers ancorados a estas duas regides (FUNGARO, 2000).
Essas regides tém sido utilizadas em estudos filogenéticos pelo fato de ser conservada
dentre as espécies e com baixas variacOes a nivel de género (LEE; TAYLOR, 1996).

E imperativo que se considere de importancia social e ecoldgica a conservacdo e
recuperacao de ambientes degradados ou em processos de degradagdo. Assim, o estudo da
populacdo e diversidade microbiana de solos em areas salinizadas e desertificadas sdo de
suma importancia para fomentar dados que corroborem para acoes que contribuam para
processos de recuperacao das mesmas, especialmente para desenvolvimento agrario.
Assim, objetivou-se por esse estudo a bioprospeccao de fungos rizosféricos associados a
cactaceas do Semidrido alagoano bem como sua identificacdo por meio de ferramentas

morfologicas e moleculares.
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MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento e estimativa da populacao fiingica e atributos do solo

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Microbiologia Agricola e
Fitopatologia Molecular, ambos lotados no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Alagoas, onde os isolados estdo conservadas na colecao de micro-
organismos do Laboratorio de Microbiologia Agricola.

Amostras de solo foram coletadas em dois pontos da zona rural do municipio de
Ouro Branco-AL, os quais foram registrados por meio do uso de um equipamento Global
Processing System (GPS) (Ponto A O: 37° 24’ 45,9°° S: 9° 4’ 47,3°’; Ponto B O: 37° 24’
51,0° S: 9° 4’ 38,3’), numa area que se encontra em processo de desertificacdo e
salinizagdo (NASCIMENTO et al., 2018), como apresentado na Figura 5. Na area ha
ocorréncia de um plantio abandonado de palma forrageira (Opuntia cochenillifera), sendo
que atualmente sua propagacao se da de modo espontaneo.

De cada ponto foram coletadas amostras na profundidade 0-20 cm a partir da
camada superficial da rizosfera de O. cochenillifera. As amostras foram acondicionadas
em sacos de papel pardo, identificadas e encaminhadas ao laboratério para as analises
quimicas e bioldgicas. O encaminhamento das amostras foi realizado em temperatura
ambiente, seguido de resfriamento em geladeira comum até realiza¢do das analises. Para o
isolamento e contagem dos micro-organismos, foi adotado o método de diluicdo seriada

decimal seguida de plaqueamento em meio de cultivo microbiano seletivo.
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Figura 5. Identificacdo da area de estudo. Adaptado de Nascimento et al. (2018).

Os fungos foram isolados por meio de dilui¢do seriada decimal (107), com
plaqueamento em meio de cultura de Martin e incubados por cinco dias para a realizacdao
da contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC.g™) para estimativa da populagdo
flingica associada a rizosfera de cacticeas e posterior repicagem e purificacdo dos isolados
obtidos.

Para as analises quimicas do solo foram utilizados os seguintes parametros:
Extrator de Mehlich-1, Extrator de KCI 1,0 M, extrator de acetato de Ca a pH 7,0, método
de Welkley-Black, Saturacdo por bases e saturacdo por aluminio. Os dados
proporcionaram o comparativo entre atributos quimicos e microbiologicos para
modelagem das condi¢oes da area em processo de desertificagdo e salinizagdo. A
determinacdo dos elementos nos extratos foi realizada por colorimetria e fotometria de
chama (SILVA et al., 2013).

Os dados microbiolégicos foram submetidos a andlise de variancia por meio do
software Sisvar (FERREIRA, 2014) e as médias agrupadas pelo teste de Skott-Knott a 5%
de probabilidade.
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2.2. Identificacao morfomolecular dos isolados fiingicos

Para a extracdo de DNA, os isolados foram crescidas em meio de cultura Batata
Dextrose (BD) e apods cinco dias o micélio foi filtrado e lavado em agua destilada
esterilizada corrente e postos para secar em temperatura ambiente. Em seguida foi
realizada a maceracdo de um fragmento da massa micelial em N liquido, e, posteriormente,
realizada a extracdo pela adicdo de 1 ml do tampao CTAB (2%) e 2 pL de S-mercapto-
metanol 2%. O liquido obtido foi entdo transferido para microtubos de 2 mL e colocados
em banho maria por 30 minutos a 65 °C, seguida da centrifugacdo por 13000 rpm por 5
minutos e 4 °C (DOYLE; DOYLE; HORTORIUM, 1987).

Os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos de 1,5 mL e
adicionado igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v) ao sobrenadante
recuperado, homogeneizados e centrifugados a 13.000 rpm por 10 min. Novamente o0s
sobrenadantes foram transferidos para outros microtubos e adicionados volumes iguais de
isopropanol gelado. O sistema foi mantido a -20 °C por 1h. Em seguida os microtubos
foram centrifugados a 13.000 rpm por 10 min. O DNA precipitado foi lavado com etanol
70% e acrescentados 50yl de agua Ultrapura. Apds extracao, foi realizada eletroforese para
confirmacdo da existéncia de DNA.

A reacdo de PCR para amplificacdo da regido ITS1 e ITS4 do rDNA foi realizada
em volume total de 30 pL, utilizando tampdo da Tag DNA polimerase 1X, 1,5 mM de
MgCl 2; 0,4 pM de cada primer ITS1 (5° — TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), 0,2 mM de dNTPs, e 0,2 U de Tag DNA
polimerase e 25ng de DNA.

As PCR foram realizadas em termociclador Applied Biosystems (2720 Thermal
Cycler) nas seguintes condi¢Oes: para a regido ITS, a desnaturacao inicial foi de 95 °C por
2 min, seguidos por 38 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 1 min, anelamento a 55 °C por
30s, extensdo a 72 °C por 45s e uma extensao final a 72 °C por 10 min. Os produtos da
PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,0% com Tris Borato EDTA
1X, corado com brometo de etidio (5 mg. ML™) e visualizado em transiluminador UV.

Apés amplificacdo, os produtos foram encaminhados a Magrogen®

(https://dna.macrogen.com/) para realizacdo do sequenciamento, o qual foi realizado pela

técnica de Sanger. Os cromatogramas obtidos dos produtos da PCR das sequéncias foram

visualizados, analisados e editados por meio dos softwares Staden Package (para obtencgao


https://dna.macrogen.com/
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da sequéncia de consenso) e alinhadas utilizando a ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004),
implementado pelo programa MEGA v.6 (TAMURA et al., 2013; KUMAR et al., 2018).
As sequéncias oriundas de estudos anteriores, disponiveis no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Tabela 2) foram recuperadas e contrastadas pela
ferramenta BLASTn e incluidas nas analises para comparacao de similaridade, onde foram
adotadas aquelas que apresentaram proximidade >99%. Como outgroup foi adotado o

fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Tabela 2. Isolados recuperados do GenBank para andlise filogenética pela regido ITS do rDNA.
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Isolado Espécie Local Cddigo de acesso GenBank
F02 Penicillium sp. Brasil OK210351
F04 Aspergillus sp. Brasil 0OK210353
F05 Coprinellus radians Brasil 0K210350
F07 Aspergillus sp. Brasil 0OK210342
F08 Neurospora sp. Brasil OK178929
F09 Coprinellus radians Brasil 0OK178928
F10 Aspergillus sp. Brasil 0K210345
F11 Penicillium sp. Brasil 0K210326
F14 Paecilomyces sp. Brasil 0OK210352
F15 Penicillium sp. Brasil OK210344
F17 Paecilomyces sp. Brasil 0K210347
HURB 18573 Penicillium sp. Brasil NR172038
974-SAB SP2 2 Penicillium sp. Brasil MT820349
439010 Penicillium sp. USA MW313849.1
BFM-L104 Paecilomyces lilacinus China AB369489
YCG1(1) Aspergillus sp. China KM268709
UFMGCB10058 Coprinellus radians Brasil KU954342
HCH-13 Coprinellus sp. México MK307658
PanB1A Coprinellus radians Panama JQ922136
URM7046 Aspergillus niveus Brasil KM613137
CGMCC_3.03920 Aspergillus allahabadii China MH292843
MS-Deb-PCB Aspergillus allahabadii india MN339985
isolate 80 Neurospora sp. Africa do Sul KY587330
isolate PG2 Neurospora sp. Africa do Sul KY606539
B65-ITS1_K18 Coprinellus radians Arabia Saudita MN753979
SZ211 Aspergillus versicolor China MH509421
MEFC092 Aspergillus sp. China MK?732127
3-F9 Aspergillus versicolor China MW081327
RCZ2D-2 Penicillium daleae Nigéria MW260092
KP1 Penicillium sp. india JQ387731
M1861 Paecilomyces formosus USA KC157764
Yu2-2 Paecilomyces sp. China MG827159
2723 Paecilomyces sinensis Coldmbia EU272527
RHi Penicillium janthinellum Malasia KM246752
DTO 249-D2 Penicillium raperi Paises Baixos KC797647
XI19 Penicillium sp. China KX008645
KVL 96-31** Metarhizium anisopliae Grécia AF363470.1
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A construcao da arvore filogenética deu-se mediante adocao do método Neighbor-
Joining, o qual consiste em é encontrar pares de unidades taxonOmicas operacionais
visando minimizar o comprimento total do ramo em cada estagio de agrupamento
filogenético (SAITOU; NEI, 1987). Em adicdo, as caracteristicas morfologicas foram
confrontadas para confirmar as inferéncias relacionadas as espécies, conforme chaves de
identificacdo morfolégica de acordo com Luz e Indcio (2009). Para tanto, os isolados
foram submetidos ao método de microcultura, seguido de microscopia 6ptica. O método
consistiu no crescimento dos isolados sobre laminas estéreis contendo uma aliquota de
meio de cultivo agar-agua e sobrepostas com laminula também estéril, seguida da

incubacdo por cinco dias e posterior avaliacao das estruturas flingicas em microscopio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da técnica de isolamento por plaqueamento em meio de cultura seletivo
(meio de Martin) foi possivel obter a estimativa da populacdo microbiana dos dois pontos
de coleta de solo. Assim, foi obtida populagdo fiingica de 8,6 x 10° UFC.g" para o primeiro
ponto de coleta (Ponto A), o qual possui um poco desativado devido ao avancado processo
de salinizacdo. No segundo ponto de coleta foi obtida populacdo de 9,4 x 10° UFC.g", o
qual corresponde a uma area agricola abandonada, onde havia ha anos cultivo de milho,
mas sem sucesso de producdo, existindo atualmente populacdes de O. cochenillifera e
outras espécies de cacticeas crescendo espontaneamente. Os dados obtidos para as
populacdes microbianas das duas areas nao diferiram estatisticamente pelo teste de Skott-
Knott (p < 0,05).

Estudos tém demonstrado a riqueza de fungos associados as plantas de ambientes
secos, estimulando a prospeccao desses micro-organismos com vegetais tipicos de habitats
aridos e semiaridos (FREIRE et al., 2015). No presente estudo, foram obtidos 11 isolados
morfologicamente distintos, sendo possivel a identificacdio dos géneros: Aspergillus,
Penicillium, Paecilomyces e Coprinellus, fazendo-se necessaria a identificacdo dos
isolados obtidos por meio de técnicas moleculares para se confirmar as espécies. Esses
géneros também foram descritos por Freire et al. (2015) em espécies de cactaceas,
entretanto vivendo como endofitos. Embora existam relatos de espécies microbianas em
associacdo com as mais diversas espécies de cactaceas, 0s estudos prévios estdo

centralizados as interagdes endéfitas (BEZERRA, 2013; FREIRE et al., 2015), ou seja,
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ainda hé necessidade de mais estudos quanto aos micro-organismos rizosféricos que vivem
em associag0es com as cactaceas.

Os dados da comunidade microbiana rizosférica associada a cactaceas do Semiarido
alagoano demonstram que estas acompanham de igual modo os impactos sofridos pelo
solo, ou seja, os ambientes degradados, embora apresentem suas consideraveis populacées
microbianas (fungos filamentosos, bactérias comuns e actinomicetos), possuem declinio
nessas comunidades, o que esta relacionado com seus atributos quimicos.

Assim, as andlises de solo (Tabela 3) apresentaram valores de Na® elevados,
observando Porcentagem de Sodio Trocavel (PST) de 6,27 para o Ponto B (ligeiramente
sodico) e 17,34 para o Ponto A (medianamente sédico), onde esta localizado um pocgo
desativado. Portanto, compreende-se que, embora em pontos relativamente proximos entre
si, os atributos do solo apresentam diferencas, o que pode estar fundamentado no fato de
que a perfuracao do solo ocasiona elevacao e liberacdao de sddio e outros sais que estavam
em profundidade, tornando-os livres na camada aravel, o que com o manejo agricola
inadequado, no tocante da eficiéncia de uso da agua, proporcionou aceleracao no processo
de salinizacdo do solo. Desse modo, é possivel afirmar que o solo da regido em estudo

apresenta carater salino sédico (PST>15; pH 5,2).
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Tabela 3. Atributos quimicos do solo coletado em dois pontos no municipio de Ouro Branco, Alagoas.

Determinagoes Ponto A Ponto B
pH em agua 5,2 5,8
Na (mg.dm®) 10 5
P (mg.dm?) 11 25
K (mg.dm?) 58 75
Ca (cmol..dm?) 1,32 1,32
Mg (cmol..dm?) 0,72 0,97
Al (cmol..dm®) 0 0,05
H + Al (cmol..dm®) 3,39 2,43
CTC* efetiva (cmol..dm®) 2,34 2,55
CTC total (cmol..dm?) 5,73 4,93
MO** (g.Kg™) 10,6 14,5
Vi (9) 40 51
m (%) 5 2
Sat. de Ca (%) 23,5 26,8
Sat. de Mg (%) 12,8 19,7
Sat. de K (%) 2,7 3,9
Sat. de Na (%) 0,7 0,4

*CTC: Capacidade de Troca Cati6nica; **MO: Matéria Organica; ***V: Saturacdo por bases

Solos de regides Semiaridas apresentam, por natureza, maiores teores de sodio,
caracteristica explicada em funcdo da baixa presenca de minerais primarios, o que é
ocasionado pelo baixo intemperismo. Ademais, a regido também apresenta baixos teores
de matéria organica (10,6 g.Kg" para o Ponto A e 15,5 g.Kg™" para o Ponto B). Portanto,
essa caracteristica contribui para a baixa populacao microbiana, uma vez que baixo teor de
matéria organica torna escassa a disponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento
celular e multiplicacdo de micro-organismos. Portanto, explica-se também o fato de se
apresentar maior populacdo de fungos filamentosos, pois estes possuem estruturas de
resisténcia (esporos) o que confere maior capacidade quanto a sobrevivéncia em ambiente
com auséncia de agua e matéria organica. Ademais, fungos filamentosos podem apresentar
carater simbidtico como micorrizas, com determinada afinidade a colonizagdo do sistema
radicular das plantas.

Para Six et al. (2004), existem cinco fatores principais responsaveis pela

estabilizacdo dos agregados do solo, sendo os micro-organismos o segundo grupo mais
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caracteristico. Assim, fungos saprofitas, micorrizas e bactérias constituem fatores
relevantes para a agregacao do solo (BRAIDA et al., 2011).

O estabelecimento de vida microbiana do solo em uma determinada area é
influenciado, principalmente, por fatores fisicos e quimicos como temperatura, pH,
luminosidade, salinidade, fontes de energia e substratos organicos (matéria organica),
nutrientes e presenca ou auséncia de elementos téxicos. Desse modo, os diferentes tipos de
manejo exercidos em um solo podem interferir nesses fatores, alterando a populacdo
microbiana e sua atividade (ARAI'JJO et al., 2016; SILVA et al., 2019).

Nesse aspecto, como demonstrado por Nascimento et al. (2018) a acdo antrépica é
um fator limitante quanto a caracterizacdo das areas, pois as praticas agricolas inadequadas
proporcionaram o crescimento exponencial do processo de desertificacdo, diminuindo a
diversidade botanica e, consequentemente, a diversidade de outros organismos e micro-
organismos edaficos. Na Figura 6 podem ser visualizados os danos causados pela acao
antropogénica, resultando na reducdao da diversidade de vegetacdo, o que

consequentemente contribui para baixa biodiversidade.
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Figura 6. Identificagdo de pontos de desertificagdo no municipio de Ouro Branco — Alagoas. Adaptado de
Nascimento et al. (2018).

Analisando a bibliografia ja existente acerca da ocorréncia de fungos rizosféricos

associados as cactaceas, ainda é perceptivel a deficiéncia de pesquisas nessa linha, sendo
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poucas as publicacdes disponiveis. Assim, os trabalhos recentemente publicados abordam
isolamento e identificacdo de espécies e géneros fliingicos em associacdo com cactaceas
provenientes da rizosfera ou de associacOes enddfitas (BEZERRA, 2013).

Ainda assim, esses trabalhos relatam a associacdo fungo-cacticea em areas
propicias ao desenvolvimento desses micro-organismos, pois sdao estudos realizados em
areas conservadas ou em reservas ecolégicas. Desse modo, é importante ressaltar a
importancia de estudos que visem a prospeccao e caracterizacao da populacdo e
diversidade microbiana em ambientes aridos e semiaridos tendo em vista as necessidades
crescentes do incremento da produgdo vegetal.

Outro ponto relevante é a necessidade de estimulo de agdes nos programas de
recuperacao e conservacao de areas degradadas, sendo o conhecimento da diversidade
microbiana um aspecto relevante, pois estes micro-organismos, possuem potencialidades
biotecnolégicas capazes de fomentar melhorias nesse aspecto. Ademais, em termos
ecologicos, a interacdo entre plantas e micro-organismos concebe inimeras vantagens para
ambos, bem como para o ambiente, por meio da ciclagem de nutrientes e matéria organica,
supressdo de patdgenos e pragas, entre outros.

Primers universais como aqueles utilizados no presente estudo sdo mais comumente
aplicados na amplificacdo dessas regides (WHITE et al., 1990). A similaridade aqui
apresentada é proposta de acordo com o que mostram outros trabalhos, como
exemplificado por Nilsson et al. (2008), onde os autores afirmam que 2% €é uma margem
aceitavel para estudo da divergéncia intraespecifica por meio da regido ITS. As espécies
aqui apresentadas (Figura 7) tém sido descritas em estudos anteriores, sendo isolados dos
ambientes mais distintos como, por exemplo, Penicillium, que tem sido descrito na
literatura por promover o crescimento em plantas, seja por meio da producdo e sintese de
hormonios vegetais como as giberelinas ou por meio de mecanismos indiretos que atuam

na nutri¢do da planta, como a solubilizacdo de fosfato (ELSHARKAWY et al., 2017).
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F: F09, G: F10, H: F11, I: F14, J: F15, H: F17; Al1: F02, B1: F04, C1: F05, D1: F07, E1, F08, F1: F09, G1:
F10, H1: F11, I1: F14, J1: F15, H1: F17. Setas vermelhas indicam esporos e/ou conidios.

Como base nos resultados obtidos, o género Coprinus (Coprinellus) (Agaricales:
Psathyrellaceae) pode ser confirmado para os isolados FO5 e FO9 por meio da inferéncia
filogenética (100%) (Figura 6) e morfologia, assim como comparado a estudos ja
publicados como Huang e Bau (2020), onde se pode verificar as similaridades
morfogenéticas. Os isolados F02, F11 e F15 também apresentaram concordancia entre

morfologia e inferéncia filogenética, como apresentado por Paul et al. (2013) onde esse
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fungo apresenta alteracdes na coloracdao do meio de cultura e a similaridade em suas
estruturas reprodutivas, sendo agrupados nos ramos correspondentes a espécies do género

Penicillium (Eurotiales: Trichocomaceae).

F1u1
20t JQ3877311 Penicillium sp.
MW313849.1 Penicillium singorense
98| MT820349.1 Penicillium guaibinense
Fo2
72| | NR 172038.1 Penicillium guaibinense
F15
KX008645.1 Penicillium sp.
g7| KM246752.1 Penicillium janthinellum
33 KC797647.1 Penicillium raperi
F10

100 | MW081327.1 Aspergillus versicolor
MH509421.1 Aspergillus versicolor

MK732127.1 Aspergillus sp.
Fo4
KM613137.1 Aspergillus niveus
Fo7
99 | MH292843.1 Aspergillus allahabadii
641 MN339985.1 Aspergillus allahabadii
MG827159.1 Paecilomyces sp.

58
84

KC157764.1 Paecilomyces formosus
EU272527.1 Paecilomyces sinensis

MN753979.1 Coprinellus radians
F09
FOs5
KU954342.1 Coprinellus radians
56 | MK307658.1 Coprinellus sp.

FO8
100 KY606539.1 Neurospora sp.

AB369489.1 Paecilomyces lilacinus
F17

gg’,_[ JQ922136.1 Coprinellus radians

100
81

96

100
KM268709.1 Paecilomyces sp.

AF363470.1 Metarhizium anisopliae var. anisopliae
—_
0,1

Figura 8. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca (1000 bootstraps) do sequenciamento do rDNA
ITS (ITS 1 e ITS4) em relagdo a sequéncias depositadas no GenBank.

Coprinellus é compreendido como fungo coprinoide, dos quais atualmente estao
distribuidos em quatro géneros: Coprinus (Pers. 1797, Coprinellus P. Karst., Coprinopsis

P. Karst. e Parasola Redhead, Vilgalys & Hopple). Esses fungos passaram por um processo
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adaptativo, que se refere a um morfotipo que surgiu durante a evolucdao da ordem
Agaricales, caracterizado pela deliquescéncia do himenoforo e do pileo como parte do
processo de esporulacdo, acompanhado pela presenca de pseudoparafises e
desenvolvimento do himénio (NAGY et al., 2011).

Os isolados F04, F10 e FO7 apresentaram similaridade para o género Aspergillus
(Eurotiales: Trichocomaceae), Esse género apresenta seus ascomas semelhantes a
esclerodios. Penicillium apresenta cleistotécio pequeno, ndo pedicelado (Figura 7). O
género Paecilomyces possui, assim como os demais representantes da familia conidios
dispostos em filamentos ou dispersos, e coloracdo violdcea a purpura e aspecto flocoso e
pulverulento (LUZ; INACIO, 2009).

Para os isolados F14 e F17, a correspondéncia filogenética compreendeu ao
agrupamento ao género Paecilomyces (Sinonimia Purpureocillium) (Eurotiales:
Trichocomaceae), sendo esse um género polifilético, assim como assinalam Luangsa et al.
(2004), ocorrendo nas subclasses Sordariomycetidae e Eurotiomycetidae. Esse género tem
sido descrito na literatura como importante agente de biocontrole, mais especificamente
como nematéfago atuando no manejo integrado de pragas, podendo ser um forte candidato
na producao de bioinsumos para desenvolvimento agropecuario.

Os fungos agrupados como na classe taxondomica Eurotiomycetes (Eurotiales:
Trichocomaceae), podem ser descritos pelas suas caracteristicas como possuir cleistotécios
superficiais, livres e arredondados. Seus conidios podem se apresentar de modo
filamentoso ou ramificado em cadeias (LUZ; INACIO, 2009).

Moreno-Gavira et al. (2020) descrevem os mecanismos pelos quais espécies de
Paecilomyces atuam como promotores de crescimento vegetal, sendo observada a
capacidade de combater agentes fitopatogénicos como bactérias (Xanthomonas

campestris), fungos (Biscogniauxia, Phytophthora cinnamomi, P. variotii e Fusarium

moniliforme) e nematoides (Rotylenchulus, Heterodera, Xiphinema, Pratylenchus e
Meloidogyne). Ainda segundo os autores, a atuacdo desses fungos pode ocorrer por meio
do antagonismo direto (antibiose) ou por meio de inducdo de resisténcia sistémica,
provendo incremento nas caracteristicas biométricas das plantas inoculadas com P.
lillacinus.

Espécies pertencentes ao género Penicillium também tém sido descritas como
indutores de resisténcia em plantas como demonstrado por Elsharkawy et al. (2017), que

constataram que uma espécie de Penicillium possui habilidade de induzir resisténcia contra
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Cucumber Mosaic Virus em plantas de tabaco. Hossain et al. (2014) constataram que
Penicillium spp. promove crescimento vegetal em plantas de pepino e protecao contra
Damping-off causado por Rhizoctonia solani e antracnose causada por Colletotrichum
orbiculare em plantas de pepino inoculadas com Penicillium spp.. Ademais, os isolados
referéncia aqui apresentados mostraram alta variabilidade em funcdo do ambiente do qual
foram isolados, o que demonstra que as espécies possuem alta adaptabilidade.

O isolado FO08 correspondeu ao género Neurospora (Saccharomycetes:
Sordariales). Esse fungo ascomiceto filamentoso é um importante eucarioto, sendo
compreendido como organismo modelo em estudos biol6gicos em varias areas como saude
e biotecnologia. Conforme estudos realizados por Gladieux et al. (2020), espécies de
Neurospora atuam como base genética para estudos em Eucariotos. Macabeo et al. (2020)
afirmam que compostos de interesse farmacéutico e industrial foram isolados de espécies
do género Neurospora e apresentam atividade contra fungos patégenos, sendo o primeiro
relato descrevendo metabdlitos de N. dagawae.

O género Coprinus (o qual abriga atualmente as espécies de Coprinellus spp.) por
sua vez é compreendido dentro do filo Basidiomycota, e apresenta maiores potenciais para
aplicacdo farmacéutica e industrial. Estudos anteriores tém demonstrado que espécies
dentro desse género sdo capazes de produzir varias enzimas, como descrito por Pegin et al.
(2019), onde os autores afirmam que Coprinus spp. possuem alto potencial de atividade
inibitoria da acetilcolinesterase.

Lim e Choi (2009) estudando C. congregatus afirmam que o fungo possui alta
atividade enzimatica da quitinase. Plantey et al. (2019) ao isolar fungos de solo e
artropodes do solo infectados encontraram também o género Coprinus, o que faz um
paralelo com os autores anteriormente citados, uma vez que essa enzima é um indicador
para o uso de fungos no controle biol6gico de insetos praga.

No Brasil, fungos coprinoides (Coprinus e Coprinellus) foram primeiramente
registrados no Mato Grosso (PEGLER, 1990). Nos demais Estados, constam registros em
Rondo6nia (CAPELARI; MAZIERO, 1988), Sao Paulo (PEGLER, 1997), Parana (MELJER,
2010), Mato Grosso do Sul (RICHARDSON, 2001), Minas Gerais (ROSA; CAPELARI,
2009) e Pernambuco (ALVES; CAVALCANTI, 1996). Os registros mais recentes
correspondem aos estados da Paraiba (MAGNAGO et al., 2013; GOMES; WARTCHOW,
2014, 2018), Ceara (GOMES; WARTCHOW, 2018) e Pernambuco (MELO et al., 2016).
Conforme dados publicados por Putzke e Putzke (2017), no Brasil sdo registradas 64
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espécies. Com base nos dados, registra-se aqui a primeira ocorréncia desses fungos no
estado de Alagoas.

O género Penicillium abriga espécies de interesse agricola como promotores de
crescimento vegetal, assim como para a industria farmacéutica por meio da sua diversidade
em compostos volateis. Hossain, Sultana e Hyakumachi (2017) descrevem em seus estudos
o papel do fungo P. viridicatum na sinalizacdo de etileno, atuando como promotor de
crescimento vegetal e indutor de resisténcia sistémica em plantas de Arabdopsis.

Esse género tem sido relatado, assim como descrito por Yadav et al. (2018) em
diferentes habitats, incluindo ambientes extremos, em plantas, bem como em frutas e
vegetais apodrecidos devido ao carater saprofitico de algumas espécies do género.
Penicillium isolado de ambientes extremos pode ser usado para entender 0s processos
adaptativos que permitem a vida nesses tipos de ambientes no que trata seus processos
evolutivos. A evidéncia de sua existéncia em diversos habitats tem consequéncias na
exploracdo de aplicacOes biotecnologicas e industriais promissoras.

A pesquisa sobre a composicao do microbioma da rizosfera esta se tornando mais
relevante na perspectiva de compreender as interacdes planta-micrébio com base nos
servicos ecossistémicos e na adaptacdo de plantas em ambientes de estresse em mudancas
climaticas e cenario de seguranca alimentar (ADL, 2016; AHKAMI et al., 2017). Esses
micro-organismos desempenhem um papel significativo na biogeografia vegetal, evolugao
e estrutura do ecossistema As comunidades microbianas associadas ao hospedeiro
influenciam a ecofisiologia no que diz respeito a nutricdo, crescimento, resisténcia a
estresses bioticos e abidticos e a sobrevivéncia e distribuicdo das espécies de plantas
(REY; SCHORNACK, 2013; WANI et al.,, 2015), o que reforca a necessidade de
intensificacdo de estudos voltados aos fungos rizosféricos associados as cactaceas,
especialmente em ambientes em processo de degradagao.

Em adicdo as ferramentas classicas de isolamento e identificacdo de micro-
organismos do solo, as técnicas moleculares como o sequenciamento da regido ITS do
rDNA é eficiente na identificacdo desses fungos, sendo possivel inferir sobre sua
diversidade e distribuicao.

Essa regidao génica tem sido descrita por cientistas no estudo de diversidade em
fungos do solo. Beruti et al. (2017) afirmam que pelo uso da regido ITS €é possivel estimar
a estrutura da comunidade microbiana de fungos micorrizicos arbusculares em funcdo de

suas relacdes ambientais. Schoch et al. (2012) estudando regides para identificacdao de
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fungos habitantes do solo explanam que a regidao ITS mostrou maior sucesso na
identificacdo desses fungos. Para Ritthenour et al. (2014) a regido ITS proporcionou maior
acuracia na identificacdo de fungos do filo Ascomycota.

Portanto, com base nos resultados e no apoio tedrico da literatura anteriormente
publicada (SCHOCH et al., 2012; RITTENOUR et al., 2014; BERUTTI et al., 2017) é
possivel afirmar que no semiarido nordestino, mais especificamente no estado de Alagoas,
ha diversidade micologica associada a rizosfera de cactaceas em area sob processo de

desertificacdo e salinizacdo.

CONCLUSOES

As espécies encontradas nesse estudo (Coprinellus spp., Paecilomyces spp.,
Penicillium spp., Neurospora spp. e Aspergillus spp.), conforme sequenciamento genético
e comparacdo na literatura apresentam origem distintas, desde a associacao com algas
marinhas como endofitos em plantas cultivadas como coqueiro e cacaueiro, o que
demonstra alta plasticidade quanto a adaptacdo aos ambientes.

O sequenciamento da regido ITS do rDNA de fungos filamentosos associados a
rizosfera de cacticeas permite identificar espécies potenciais para aplicacdes
biotecnolégicas.

Registra-se aqui o primeiro relato do fungo Basidiomiceto Coprinellus spp. no

estado de alagoas, Nordeste do Brasil.
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CAPITULO III

SCREENING DE CARACTERES PROMOTORES E CRESCIMENTO VEGETAL
POR FUNGOS RIZOSFERICOS ASSOCIADOS A CACTACEAS

RESUMO - O semiarido é um clima caracteristico por baixa pluviosidade e erroneamente
associado a baixa biodiversidade. As cactaceas, por sua vez, sao conhecidas por serem
plantas rusticas e resistentes as adversidades ambientais extremas no que se trata do
referido clima. Os fungos sdo um grupo de micro-organismos que podem conviver em
associacdo com as plantas e lhes conferir resisténcia por meio de diversos mecanismos.
Desse modo, objetivou-se por meio desse estudo avaliar a capacidade de promocdo de
crescimento em plantas por fungos rizosféricos associados a cactaceas por meio de ensaios
in vitro. Portanto, as isolados foram submetidas a ensaios de solubilizacdo de fosfato,
producdo de Aacido-3-indol acético (AIA), antagonismo contra fungos fitopatogénicos,
desenvolvimento de plantulas de pepino e crescimento em meio de cultura com restricao
hidrica. Todos os resultados dos ensaios foram submetidos a analises estatisticas e teste de
médias ou regressdao, quando melhor apropriado. Os isolados estudados foram capazes de
solubilizar fosfato, sendo F04 e FO5 os que apresentaram os maiores indices de
solubilizacdo. Quanto a producdo de AIA, as isolados F02 e F07 foram as mais
promissoras, com valores acima dos estipulados para conferir como altamente produtores,
embora todas os isolados tenham produzido o hormonio, mesmo em menores niveis. Todas
os isolados estudadas foram capazes de inibir o crescimento de Colletotrichum sp. e
Fusarium sp., com taxas acima de 80% de inibicdo do crescimento micelial, atuando por
mecanismos de confronto direto, sobreposicdo ou producdo de metabélitos. O
desenvolvimento das plantulas de pepino foi evidenciado para os isolados F07, F08, FO9 e
F10, como também para a emissdao de radicula. A restricao hidrica proporcionou o
crescimento micelial dos isolados, com decréscimo a partir da concentracdo de 10%.
Portanto, essas caracteristicas conferem a esses isolados caracteristicas promotores de
crescimento em plantas.

Palavras-chave: acido-3-indol acético, fungos filamentosos, fosfato, restricdo hidrica,
antagonismo, Fusarium, Colletotrichum.
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SCREENING OF PLANT GROWTH PROMOTION CHARACTERS BY
RHIZOSPHERIC FUNGI ASSOCIATEC TO CACTI

ABSTRACT - The semi-arid climate is characteristic of low rainfall and erroneously
associated with low biodiversity. Cacti, in turn, are known for being rustic plants and
resistant to extreme environmental adversities in relation to the aforementioned climate.
Fungi are a group of microorganisms that can live in association with plants and give them
resistance through various mechanisms. Thus, the aim of this study was to evaluate the
capacity of plant growth promotion by rhizospheric fungi associated with cacti by means
of in vitro assays. Therefore, the strains were subjected to phosphate solubilization, 3-indol
acetic acid (IAA) production, antagonism against phytopathogenic fungi, cucumber
seedling development and growth in a water-restricted culture medium. All test results
were subjected to statistical analysis and means or regression tests, when appropriate. The
studied strains were able to solubilize phosphate, being FO4 and FO5 the ones with the
highest solubilization indices. As for the production of IAA, isolates FO2 and FO7 were the
most promising, with values above those stipulated to be highly productive, although all
strains produced the hormone, even at lower levels. All strains studied were able to inhibit
the growth of Colletotrichum sp. and Fusarium sp., with rates above 80% of inhibition of
mycelial growth, acting by mechanisms of direct confrontation, overlapping or production
of metabolites. The development of cucumber seedlings was evidenced for strains FO7,
F08, F09 and F10, as well as for radicle emission. The water restriction provided the
mycelial growth of the strains, with a decrease from the concentration of 10%. Therefore,
these characteristics give these isolates characteristics that promote growth in plants.

Keywords: 3-indol acetic acid, filamentous fungi, phosphate, water restriction,
antagonism, Fusarium, Colletotrichum.
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1. INTRODUCAO

Por suas condi¢Oes naturais, o solo abriga uma diversidade de micro-organismos,
os quais diferem entre si por meio de seus caracteres funcionais como a capacidade de
prover crescimento vegetal por meio de producdo e/ou sintese de hormonios e reguladores
de crescimento vegetais (OLIVEIRA et al., 2012), controle bioldgico de pragas (SILVA et
al., 2015; SIMI et al., 2018) e solubilizacdo de fosfatos (VERA et al., 2002). Assim, por
meio desses caracteres, fungos rizosféricos sdo capazes de promover o crescimento
vegetal.

Nesse contexto, em vista as adversidades ambientais e as mudangas climaticas,
trabalhos vém sido desenvolvidos com a finalidade de se prospectar a existéncia de fungos
com aplicabilidades agropecuarias. Desse modo, Silva et al. (2019) descrevem que
ambientes extremos como solo altamente hal6filos e com auséncia de disponibilidade
hidrica abrigam fungos filamentosos em associacdo com as plantas, os quais podem ser
aplicados em beneficio as culturas agricolas.

O P é um elemento limitante na agricultura, o que tem gerado uma grande
discussdo quanto a utilizacdo de micro-organismos solubilizadores deste elemento. Assim,
micro-organismos ja tém sido descritos como solubilizadores de fosfato em estudos
prévios (SILVA et al., 2015; SILVA et al, 2018). Este elemento, além de atuar
diretamente na nutricdo mineral das plantas cultivadas, participa dos processos metabolicos
das mesmas, sendo, portanto, um elemento fundamental no desenvolvimento vegetal.

Fitormonios ou hormonios vegetais sdo compreendidas como substancias quimicas
que em baixas concentrac6es promovem o crescimento das plantas, influenciando no seu
crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo celular de tecidos (SPAEPEN et al., 2009).
Sao moléculas sinalizadoras que regulam muitos processos de desenvolvimento das plantas
(FITZE et al., 2005) sdo compostos organicos, os quais sao produzidos naturalmente em
alguma parte da planta e em algum momento da sua fenologia transportados para outra, o
que finda em respostas fisioldgicas especificas, e também ha os que agem no proprio local
onde sdo produzidos.

Por causa da capacidade de estimular ou inibir o crescimento de plantas, estes
também sdo chamados de reguladores de crescimento de plantas. Cinco principais grupos
de fitormonios sdo reconhecidos: auxinas, giberelinas, etileno, citocininas e dcido abscisico

(SAHARAN; NEHRA, 2011). Esses fitohormonios ou fitorreguladores sao fundamentais
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também nos processos de colonizagdo do sistema radicular para com os processos
simbidticos.

A supressao de doencas por micro-organismos benéficos da rizosfera pode ocorrer
por varios mecanismos de acdo, como: antagonismo relacionado a produgao de antibioticos
antifingicos, competicdo por espaco e nutrientes com fitopatdgenos e outros micro-
organismos prejudiciais a rizosfera e inducdo de resisténcia nas plantas (MOREIRA,;
ARAUJO, 2013).

Considerando o biocontrole, sdo varios os mecanismos de acao utilizados por esses
fungos, dentre os quais, destacam-se a producdo de metabdlitos e enzimas com
propriedades antifiingicas, o hiperparasitismo e a competicdao por nutrientes (VERMA et
al., 2007). Esses caracteres conferem a esses organismos lugar de destaque nas pesquisas
relacionadas ao biocontrole de doencas de plantas causadas por fungos.

Diante do exposto, objetivou-se nesse esse capitulo avaliar a capacidade de fungos
rizosféricos isolados de area de processo de desertificacdo para promocao de crescimento
em plantas por meio da solubilizacdo de fosfato, producdo de acido-3-indol acético,
crescimento em meio sob restricdo hidrica, antagonismo contra fitopatégenos e

crescimento de plantulas de pepino.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Microbiologia Agricola do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA-UFAL) e no Laboratério
de Solos do Instituto Federal de Educacdo de Alagoas, Campus Murici. Os isolados
flingicas rizosféricas utilizados estdo devidamente depositados, identificados (Tabela 4) e
conservados no laboratério de Microbiologia Agricola do CECA-UFAL. Os mesmos
foram isolados de rizosfera de cactaceas localizadas em area sob processo de desertificacao

na regido Semidrida do estado de Alagoas.
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Tabela 4. Identificacdo dos isolados fungicos rizosféricos.

Isolado/Cédigo Espécie/Género Acesso GenBank
F02 Penicillium sp. OK210351
Fo4 Aspergillus sp. 0OK210353
F05 Coprinellus radians 0K210350
F07 Aspergillus sp. 0OK210342
F08 Neurospora sp. OK178929
F09 Coprinellus radians 0OK178928
F10 Aspergillus sp. 0OK210345
F11 Penicillium sp. 0OK210326
F14 Paecilomyces sp. OK210352
F15 Penicillium sp. 0OK210344
F17 Paecilomyces sp. OK210347

2.1 Solubilizacao de fosfato

Os isolados foram crescidas previamente em meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA) em placas de Petri por cinco dias. Posteriormente, um disco de micélio de
aproximadamente 1 cm foi retirado da placa e inoculado em erlenmeyers contendo 100 ml
de meio de cultura NBRIP (NAUTIYAL, 1999) e incubado por 15 dias em agitador orbital
sob rotacao continua de 120 rpm a temperatura ambiente.

A cada cinco dias foi removido de cada erlenmeyers 1 ml do sobrenadante do meio
de cultura, o qual foi acondicionado em microtubos e congelado (=6 °C) para posteriores
analises. Paralelamente foi aferido o pH das amostras nos mesmos intervalos de
coleta.

Entdo, 1000 pL de cada amostra foi centrifugado a 10000 rpm por cinco minutos.
Em seguida, 145 pL do sobrenadante da amostra foi transferido para novos microtubos,
sendo acrescidos 570 pL de agua destilada e 285 pL. de molibidato-vanadato de amonio
(5% molibidato, 0,25 vanadato de amonio (v/v)). As amostras foram reservadas por 10
minutos, procedendo-se a leitura da absorbancia sob densidade Optica a 420 nm em
espectrofotometro (modelo SP-2000, Biospectro) (MALAVOLTA et al.,, 1997; SILVA,
1999). A concentracdio de P em pg.mL™ foi determinada por meio da equagio y =
(0,3041*X°+0,2566*X+0,0213)*100, onde X corresponde aos valores de absorbancia

obtidos e interpreta-se os valores: baixa solubilizagdo (< 50 pg.ml™); média solubilizagdo
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(50-100 pg.ml™); alta solubilizagdo (101-500 pg.ml™) e elevada solubilizagdo (>501 pg.ml°
") (MALAVOLTA et al., 1997; SILVA, 1999).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticoes
em esquema de parcelas subdivididas no tempo, onde cada tratamento correspondeu a um
isolado flingico. O tratamento controle correspondeu ao Erlenmeyer contendo somente o
meio de cultivo sem inéculo. Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a anélise de
variancia por meio do software Sisvar (FERREIRA, 2014) e as médias comparados pelo

teste de Tukey (p<0,05) e analise de regressao (R?).

2.2 Producao quantitativa de acido-3-indol acético (AIA)

Os isolados fungicos rizosféricos foram crescidos previamente em meio de cultura
BDA por cinco dias. Em seguida, discos com 5 mm de didametro contendo hifas e esporos
foram transferidos para erlenmeyers com meio de cultura DYGS liquido (glicose 2,0g;
peptona 1,5g; extrato de levedura 2,0g; KH,PO, 7H,O 0,5 g e MgS0O,7H,O 0,5 g)
(RODRIGUEZ NETO; MALAVOLTA JUNIOR; VICTOR, 1986), suplementado com 100
pg.ml” de L-triptofano.

As culturas foram mantidas em agitacdo orbital constante (100 rpm), a 26 °C, por
cinco dias. A producado de AIA foi avaliada por meio do método colorimétrico descrito por
Gordon e Weber (1951). Uma aliquota de 1 ml de cada sobrenadante foi transferida para
tubos de ensaio, ao qual foi adicionado 2 ml do reagente Salkowski. Os tubos foram
mantidos no escuro, por 30 min (HARTMANN; SINGH; KLINGMULLER, 1983). A
coloracao rosea foi o indicativo da presenca do fitormonio, sendo quantificada pela leitura
em espectrofotdometro (modelo SP-2000, Biospectro) com densidade 6tica de 530 nm de
absorbancia. A concentragio do AIA no meio de cultura (y) foi determinada pela
comparac¢do com uma curva padrao, utilizando-se AIA comercial, por meio da equagdo y =
34.507X%+43.802X+0.843, onde X equivale aos valores de absorbancia obtidos. Os isolados
foram classificados de acordo com Hartmann et al. (1983) que estabelecem os seguintes
pardmetros para producdo de AIA: baixa produgdo (<lpg.ml™'); média producdo (1-
10pg.ml™); alta produgdo (11-50pg.ml™?) e elevada produgdo (>51pg.ml™).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes.
Os dados obtidos foram tabulados e agrupados em planilhas e submetidos a analise de
variancia (ANAVA) por meio do software Rstudio (2020) apoiando-se na linguagem R (R
Team Core, 2013) e submetidos ao teste de Tukey (p<0,05).
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2.3 Antagonismo contra Fusarium sp. e Colletotrichum sp.

Para o ensaio de antagonismo contra Fusarium sp. e Colletotrichum sp.,
previamente foram crescidos os isolados flingicos rizosféricos e os fitopatégenos alvo em
meio de cultura BDA por cinco dias em temperatura ambiente para obtencao de culturas
jovens. Para a antibiose foi adotada a metodologia de cultura pareada, a qual consiste na
deposicdo do fitopatdgeno e do antagonista na mesma placa de Petri em polos opostos
equidistantes, proporcionando o confronto direto entre o fungo rizosférico e o
fitopatogeno.

Portanto, foi utilizado meio de cultura BDA e realizada inoculacdo para os dois
fitopatdgenos. O tratamento controle consistiu na inoculagdo apenas do fitopatdgeno em
um polo da placa. As placas foram incubadas por sete dias em temperatura ambiente. Apds
esse periodo foi realizada a avaliagdo que consistiu na mensuracdo do crescimento radial
micelial do patégeno (cm). Os dados foram aplicados na férmula: ICM% = [(@placa x
CMP)/@placa]x100 (SILVA et al., 2019) onde,

ICM% - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial;
@ placa - diametro da placa utilizada no experimento;
CMP - crescimento micelial do patogeno.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repetigoes.
Os dados obtidos foram tabulados e agrupados em planilhas e submetidos a analise de
variancia (ANAVA) por meio do software RStudio (2020) apoiando-se na linguagem R (R
Team Core, 2013) e submetidos ao teste de Tukey (p<0,05).

2.4 Crescimento sob restricao hidrica

Para avaliacdo do crescimento dos isolados fungicas rizosféricas em meio haléfilo
foi utilizado meio de cultura BDA em placas de Petri de 90mm. Para proporcionar as
diferentes concentragdes de estresse salino, foi incorporado ao meio de cultura 5, 10, 15 e
20% de Manitol (v/v). O controle consistiu no meio de cultura sem adicdo do Manitol. As
placas foram incubadas em temperatura ambiente e as avaliagcdes realizadas aos sete dias
apos incubagdo. As mensuragoes foram realizadas nos referidos intervalos com auxilio de
um paquimetro digital.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA) por meio do software
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RStudio (2020) apoiando-se na linguagem R (R Team Core, 2013) e submetidos a andlise

de regressao (R?).

2.5 Crescimento de plantulas de pepino sob influéncia de extratos extracelulares de
fungos rizosféricos

Para avaliacdao do crescimento in vitro de plantulas de pepino propde-se aqui um
método de estudo. Primeiramente foram obtidos os filtrados dos isolados. Assim, estes
foram crescidas em 50 ml de meio de cultura Czapeck liquido em erlenmeyers de 125ml,
onde foram incubadas em temperatura ambiente sob agitacdao orbital continua (100 rpm)
por 15 dias. Apos o crescimento, as culturas foram filtradas em gaze, seguida de papel
filtro quantitativo e os filtrados acondicionados em tubos estéreis. Subsequentemente, 0s
filtrados foram centrifugados (13000 rpm) por cinco minutos em microtubos de 2 ml,
sendo retirado apos filtragem 1 ml do sobrenadante e transferido para novo microtubo.

As sementes de pepino (variedade verde comprido), foram adquiridas em loja
especializada com pureza e potencial germinativo de 99%, segundo informacdes do
fabricante. Para o experimento, foi realizada a desinfeccdo superficial das sementes por
meio da imersdao em alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sédio 0,1% (1 minuto) e triplice
lavagem com agua destilada estéril. Apos esse procedimento as sementes foram postas
sobre papel filtro estéril para secagem em temperatura ambiente.

Posteriormente, as sementes foram fracionadas e imersas nos filtrados fliingicos por
30 minutos. Apds esse tempo, as sementes foram secadas em papel filtro estéril e
acondicionadas em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de cultura Agar Agua
semissélido e incubadas em temperatura ambiente por oito dias e fotoperiodo de 12 horas.
O tratamento controle consistiu nas sementes imersas apenas em agua destilada estéril
durante 30 minutos. Para cada filtrado, como também para o controle, foram utilizadas
cinco sementes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) por meio do software
RStudio (2020) apoiando-se na linguagem R (R Team Core, 2013) e submetidos ao teste
de Tukey (p<0,05).



77

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Solubilizacao de fosfato

Todos os isolados estudadas apresentaram crescimento micelial no meio de cultivo.
Por meio da andlise de variancia, foram detectadas diferencas significativas entre os
isolados estudados (p<0,05) (Tabela 5), bem como resposta a regressao (R? = 100%).
Assim, os isolados F04 (Aspergillus), FO5 e F09 (Coprinellus radianas) foram os mais
promissores na solubilizacdao de fosfato (Figura 9), com resultados superiores aos demais.
Porém, ndo foram detectadas interacdes entre o tempo de incubacdo e a solubilizacdo de
fosfatos, considerando assim que essa caracteristica é eminente de cada um dos isolados, as

quais apresentam comportamentos distintos.

Tabela 5. Solubilizacdo de P (pg/ml) em fungdo do tempo de incubagéo.

5 dias 10 dias 15 dias
Isolado
P solubilizado (pg/ml)*
F02 43,32 bcA 11,1 aA 8,75 A
F04 299,99 fA 146,25 dB 140,84 dB
F05 269,39 gA 146,6 dA 141,16 dB
F07 5,4 aA 3,03 aA 3,36 aA
F08 2,87 aA 2,82 aA 2,95 aA
F09 79,75 eA 124,13 dB 126,94 dB
F10 3,39 aA 3,26 aA 6,05a A
F11 3,36 aA 3,55 aA 2,66 aA
F14 13,96 abA 14,67 aA 3,1 aB
F15 10,26 aA 12,63 aA 10,54 aA
F17 11,42 abA 12,41 aA 10,03 aA
R2=100% y = 89,614556 — 8,955162x + 0,402156x2

*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
minusculas nas colunas. Letras maitisculas nas linhas.

Nesse aspecto, o isolado F04 apresentou as maiores concentracdes de P com 299,99
pg.ml™ a partir do quinto dia de incubagdo, seguido pelo isolado FO5 com concentragdo de
269,39 pg.ml”. Porém, a atividade da fosfatase, responsavel pela solubilizacdo de P,
apresenta decréscimo para FO4 ao décimo dia de incubacdo (146,25 pg.ml™) (Figura 9).
Para o isolado FO5, a partir do décimo dia ocorre estabilizacdo da solubilizacdo de fosfato.
O isolado F09 (Coprinellus radians) apresenta pico de solubilizacdo ao 15° dia de
incubacdo, podendo ser considerado que a atividade fosfatase desse isolado seja constante

e que necessite de mais tempo para obter maiores concentracdes de solubilidade de P. As
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caracteristicas observadas em funcdo dos valores de P solubilizados conferem aos isolados

FO04, FO5 e F09 alta capacidade de solubilizacdo de fosfato.
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Figura 9. Solubilizacdo de fosfato por fungos rizosféricos associados a cactaceas. F02 a F17: isolados de
fungos rizosféricos associados a cactaceas. Fonte: Autor (2020).

Assim, todos os fungos estudados apresentaram capacidade de solubilizacdo de
fosfato em meio de cultura NBRIP. Resultados semelhantes ja tém sido descritos na
literatura, como demonstrado por Oliveira et al. (2012) ao estudar a solubilizacdao de

fosfato por diferentes isolados de Trichoderma sp., onde os autores afirmam que tais
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fungos apresentaram crescimento micelial e variaveis valores de concentracdo de P
utilizando o mesmo meio de cultivo.

Spagnoletti et al. (2016) demonstraram o potencial de solubilizacdao de fosfato por
fungos endofiticos dark septate na presenca de calcio, ferro e aluminio. Os autores
encontraram em seus resultados que o P solubilizado méximo na presenca do fosfato de
célcio apresentou variagdo de 42,87 a 51,33 pg.ml™ seguido por P solubilizado em fosfato
de aluminio variando de 5,56 a 20,14 pg.ml™ e no caso de fosfato de ferro como fonte de P
apresentou solubiliza¢do em torno de 0,80 a 10,59 pg.ml™.

Com relacdo a quantidade de P solubilizado em funcdo do tempo de incubacao,
Montaldo (2016) afirma que essa caracteristica é uma das mais importantes quanto ao
screening de micro-organismos para a producao de inoculantes, uma vez que confere
constancia na solubilizacdo desse elemento. Ademais, a capacidade de solubilizar fosfatos
esta relacionada a producao de acidos organicos, como relatado Zaidi et al. (2009).

Hao et al. (2020) estudando comunidades microbianas em associacdo com espécies
do género Penicillium descrevem que as hifas desses fungos proporcionam recrutamento
de comunidades bacterianas solubilizadoras de fosfatos no solo. Essa habilidade faz com
que existam particularidades na ciclagem de P no solo. Ademais, essa associacao relatada
pelos autores fomenta a necessidade de aprofundamento nos estudos quanto a associagcao
entre todas as comunidades solubilizadoras de fosfato, ou seja, estudar fungos e bactérias
de modo associado.

Quanto ao pH observado ao longo do tempo de execucao dos experimentos (R? =
100%; y = 6,2529 — 0,0722x + 0,000382x2?), foi detectado que a maioria dos isolados
estudadas apresenta estabilidade na acidificacdo do meio, especialmente os isolados FO7 e
F08 (Figura 10), embora apresentem moderada taxa de solubilizagdo. Em adigao, o isolado
F09 apresentou o maior decréscimo nos valores de pH do meio ao longo do periodo
experimental com valores de pH em 4. O menor valor de pH foi encontrado para o isolado

FO5 ao 15° dia de avaliacao.
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pH do meio

5 7 9 11 13 15

Tempo de incubacdo (dias)

® F0O2 e FO4 FOS5 @ FO7 @ FO8 FO9 F10 F11 F14 F15 F17

Figura 10. pH do meio de cultura em funcdo do tempo de incubacao.

De acordo com Oliveira et al. (2012) a solubilizacdo de P continua a aumentar
mesmo com o decréscimo do pH do meio, o que ocorre por conta da liberacdo de acidos
soltveis, os quais sdo responsaveis pela solubilizacdo de P. Assim, sugere-se que a
acidificacdo do meio ndo é uma regra no que concerne a solubilizacdo de fosfato, o que
torna uma caracteristica desejavel no que tange as relacdes solo-planta-ambiente-fungo.

Bakri (2019) em estudos com A. niger para solubilizacdo de fosfato destaca que o
processo de solubilizacdo de P, mediante a fonte desse nutriente no meio proporciona a
liberacdao de acidos organicos. Esses, por sua vez, concede ao fungo a capacidade de
adaptacdo aos ambientes que possuem estresse abidticos como, por exemplo, solos com
alta acidificacdo. Essa caracteristica torna ainda mais importante o estudo desses micro-
organismos e suas interagcdes com solo e planta.

De acordo com Rawat et al. (2020) a selecdo de um micro-organismo solubilizante
de fosfato potente com caracteristicas multifuncionais de promocao do crescimento em
plantas é de extrema importancia para o desenvolvimento de biofertilizantes comerciais
com vida util mais longa. Desse modo, os dados aqui apresentados sdao de relevancia
biotecnolégica como subsidio para desenvolvimento de bioprodutos para aplicacdo em

culturas agricolas.
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3.2 Producao quantitativa de acido-3-indol acético

As analises estatisticas (p<0,01) mostraram que as maiores producoes de AIA,
caracterizadas pelas alteragcdes colorimétricas do meio (Figura 11), foram observadas para
os isolados F02 e FO7 (146,13 pg.ml™) e 139,27 pg.ml”, respectivamente), as quais sdo
classificadas, de acordo com Hartman et al. (1984) como elevados produtores de AIA
(Figura 12). Ainda de acordo com os mesmos autores, os demais isolados, embora com

menores valores de AIA, classificam-se como altos produtores desse fitohormonio.

Figura 11. Reagdo colorimétrica indicadora da presenca de
producdo de AIA. a) controle; b-e isolados de fungos
rizosféricos. Fonte: Autor (2020).
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Figura 12. Producao de acido-3-indol acético por fungos rizosféricos associados a cactaceas. F02 a f17 =
isolados de fungos rizosféricos. Fonte: Autor (2020).

De acordo com Spaepen et al. (2007) sdo intimeros os fatores ambientais e
quimicos que podem modelar a taxa de producdo/biossintese do AIA por micro-
organismos, incluindo pH, fonte de carbono e aeracdo. Ademais, é importante a prospecc¢ao
de novos organismos promissores para o desenvolvimento de formulagdes inoculantes,
especialmente com caracteristicas que proporcionem atuar nos processos fisioldgicos das
plantas.

Munasinghe et al. (2017) discorrem que, estudando a biossintese de AIA do fungo
endofitico Colletotrichum siamense, detectaram propriedade antioxidante do AIA. Anda
inferem que esse hormonio é considerado a principal auxina de plantas tendo como
precursor o aminodcido triptofano controlando muitos processos fisiolégicos importantes,
incluindo aumento e divisdo celular, diferenciacdo de tecidos e respostas a luz.

Fu et al. (2015) afirmam que o AIA atua na troca de sinais entre espécies
distantemente posicionadas na arvore da vida, assim, de acordo com os autores, este
fendmeno sugere a existéncia de uma estrutura amplamente desenvolvida em eucariontes e
procariontes, permitindo a producdo, transferéncia e percepcao de sinais. Desse modo é
possivel afirmar a existéncia de coevolucdo entre as espécies microbianas produtoras de

AITA e as espécies vegetais, havendo beneficiamento de ambas as partes.
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Turaeva et al. (2020) dissertam que a producdo de acido indol acético por A. niger
apresenta variacdes em suas concentragcoes ao longo dos dias e também em funcao da fonte
de carbono, o que estd relacionado aos seus processos metabolicos, uma vez que maior
parte dos processos bioquimicos microbianos sdo relacionados ao seu metabolismo
secundario.

Patel et al. (2021) investigando a associacao entre Penicillium sp. em associacao
com plantas de feijao relatam que o fungo possui capacidades promotoras de crescimento,
tais como producdo de AIA, o qual também indica estar relacionado com a producdo de
sideréforos.

Lubna et al. (2018) assinalam que o fungo endofitico A. niger em estudos in vitro
apresentam capacidades promotoras de crescimento, como a producao de AIA. Os autores
afirmam que a interacao desse fungo com as plantas estimula a producdo de hormonios
vegetais endogenos, bem como a ativacdo de metabdlitos secundéarios. Desse modo,
atribui-se uma interacdo benéfica com capacidade para inducdo de resisténcia sistémica.

Desse modo, é importante frisar a importancia do conhecimento acerca dos micro-
organismos benéficos que habitam a rizosfera das plantas cultivadas ou ndo, especialmente
aquelas localizadas em ambientes mais extremos e degradados, como é o caso dos isolados
fangicas aqui estudadas. Esses conhecimentos fomentam subsidios para processos

biotecnolégicos para o desenvolvimento agricola.

3.3 Antagonismo de Fusarium sp. e Colletotrichum sp.

Por meio das andlises estatisticas (p<0,05) foi possivel detectar que os isolados
fiingicas utilizadas apresentam potencial inibitorio contra o crescimento micelial de
Fusarium sp. e Colletotrichum sp. (Figuras 13 e 14, respectivamente). A maioria dos
isolados apresentou inibicdo direta por meio de competicdao por espaco e nutrientes no
meio de cultura, como também houve inibicdo por compostos volateis, o que é explicado
pela presenca de inibicdio do crescimento micelial do fitopatdgeno mesmo com

crescimento lento do antagonista (Figuras 13 e 14, respectivamente).



Figura 13. Antagonismo de Fusarium spp. por isolados de fungos rizosféricos. a:
controle. b - o: isolados F02 a F17, respectivamente. Fonte: Autor (2020).
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Figura 14: Antagonismo de Colletotrichum spp. por isolados de fungos rizosféricos. a: controle. b - o:
isolados F02 a F17, respectivamente. Fonte: Autor (2020).

Quase todas os isolados estudadas apresentaram mais de 80% de capacidade
inibitéria do crescimento micelial de Fusarium sp. no ensaio realizado (Figura 13). Esses
resultados podem estar relacionados taxa de crescimento micelial do antagonista, como
também a capacidade de producdo de metabdlitos secundarios inibitorios pelo

fitopatogeno.
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Figura 15.Antagonismo (%) de Fusarium sp. por fungos rizosféricos associados a cactaceas. F02 a F17:
isolados de fungos rizosféricos. Fonte: Autor (2020).

Nesse sentido Yuniati e Rollando (2018), estudando um isolado endofitico de
Fusarium, detectaram a presenca de compostos organicos volateis com capacidade de
inibir o crescimento micelial de bactérias fitopatogénicas. Ademais, é importante citar que
esse género de fungo fitopatogénico apresenta uma forte pigmentacdo no meio de cultura,
0 que é um indicativo da producdo de compostos volateis e ndo volateis, o que pode
ocasionar em influenciar o crescimento micelial do candidato antagonista.

No que concerne aos ensaios realizados com Colletotrichum sp. apenas o isolado
FO08 ndo apresentou capacidade antagonica contra o fitopatogeno. Todos os demais
isolados apresentaram potencial inibitério do crescimento micelial do fitopatégeno
estudado com taxa variando de 75 a 82% de inibicdo (Figura 14). Do mesmo modo que
contra Fusarium sp. os isolados FO4 e FO5 apresentaram sobreposicao e micoparasitismo.
O isolado FO7 apresentou uma caracteristica singular em comparacdo aos demais isolados,
onde foi observado que este possui alta capacidade de dispersdo dos esporos, o que

contribuiu para alta performance na inibi¢do do crescimento micelial de Colletotrichum sp.
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Figura 16: Antagonismo (%) de Colletotrichum spp. por fungos rizosféricos associados a cactaceas. F02 a
F17: isolados de fungos rizosféricos. Fonte: Autor (2020).

Silva et al. (2017) afirmam que a velocidade de crescimento micelial do
antagonista é uma das principais caracteristicas a se desejar quando de trata da selecao de
isolados promissoras no antagonismo de fitopatogenos. Medeiros et al. (2020) estudando o
antagonismo in vitro de Fusarium oxysporum por Trichoderma, relatam a existéncia de
parasitismo, sendo esta a capacidade que um fungo filamentoso tem de penetrar as hifas e
micélio do fitopatdgeno, comportamento também observado no presente estudo,
especialmente os isolados FO4 e FO5, como também a sobreposicao micelial.

Salienta-se que maior parte dos estudos relacionados a antibiose de fitopatégenos
pelo uso de fungos antagonistas esta direcionada ao género Trichoderma. Nesse sentido, é
importante a aplicacdao de outras espécies como demonstrado por Branddo (2017), que
detectou a capacidade antagonista do fungo Paecilomyces lilacinus no controle biol6gico
de Bipolaris orizae. Wicklow e Wilson (1990), estudando a sobrevivéncia de esclerédios
de Aspergillus flavus no solo, observou as espécies de fungos que colonizavam aquelas
estruturas, o que torna um indicativo da habilidade micoparasita.

A atividade antagbnica exercida pelo mesmo fungo (isolado) sobre mais de um

fitopatogeno de uma determinada cultura e, preferivelmente, em fitopatégenos de diversas
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culturas é uma caracteristica muito desejavel para potenciais antagonistas, principalmente
sob o aspecto de comercializacdo desses micro-organismos como produtos biologicos
(SUAREZ-ESTRELLA et al., 2013), tendo em vista a necessidade de desenvolvimento

biotecnolégico de bioformulacdes para controle biolégico de pragas e doencas.

3.4 Crescimento micelial sob influéncia de estresse hidrico

Quanto a cinética micelial dos isolados estudadas submetidas a estresse hidrico foi
possivel observar que a maioria apresentou comportamento tolerante até a concentragdo de
10% de manitol (p<0,05). Os isolados F04, F09, F14, F15 e F17 foram os mais tolerantes
no estudo, onde apresentaram crescimento micelial em todas as concentracoes estudadas.

A andlise de regressao mostrou que o crescimento micelial de todas as isolados se
ajustou ao modelo quadratico (R? = 99,60%; y = 0,001939 - 0,0004939x + 4,41x2?). Esse
fato se da pelo decréscimo da cinética micelial em funcdo do aumento da concentracdao de
manitol no meio (Figura 17). Vale destacar que os isolados F17, F07, F10 e F09

apresentaram crescimento micelial na maior concentracao de Manitol (20%).

10 ® roz
® Fo4

|
8 | FOS
= ® Fo7
=, ® Fos
|

FO9
F10
F11
F14

Crescimento micelial {cm)

F15

F17

Restrigdo idrica por manitol (%)

Figura 17: Crescimento micelial de fungos rizosféricos associados a cactaceas em funcdo de restricdo
hidrica. F02 a F17: isolados de fungos rizosféricos. Fonte: Autor (2020).
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Os dados contribuem como subsidio para a selecao de isolados que, tolerando o
estresse hidrico, contribuem para o desenvolvimento vegetal por meio da adaptacdo aos
ambientes mais extremos no que se trata da disponibilidade hidrica. Assim, é de se esperar
que os isolados mantenham in vitro as mesmas caracteristicas observadas no ambiente do
qual foram isolados, ou seja, uma area em processo de desertificacdo, ausente de tratos
culturais e com aumento exponencial dos indices de sais.

O estresse hidrico é considerado um fator limitante na estrutura celular e no
metabolismo da planta, principalmente em sua fase inicial (LUTTGE, 2007), onde seus
processos metabdlicos estdo em constante atividade e sensiveis ao ambiente. Desse modo,
a reducao no teor de dgua ocasiona em alteracoes dos processos fisiol6gicos e bioquimicos,
como por exemplo, alteracdo na turgidez da célula, diminuicdo na divisao celular,
diminuicao de sintese de proteinas, fechamento de estomatos, alteracOes nas taxas de
fotossintese, translocacdo de nutrientes, absor¢ao de ions, aumento do actimulo de espécies
reativas de oxigénio (JALEEL et al., 2009), logo, a inoculacdo de plantas com espécies
microbianas tolerantes a esse tipo de estresse proporciona melhor desenvolvimento e

produtividade.

3.5 Crescimento de plantulas

Por meio da andlise estatistica (p<0,05) foi possivel observar que o tratamento de
sementes com filtrados fuingicos proporciona desenvolvimento das plantulas e radiculas
(Figuras 18 e 19). Esses resultados estdo relacionados a capacidade desses micro-
organismos de liberar exudatos no meio, incluindo reguladores de crescimento vegetal
como auxinas, citocininas e giberelinas, responsaveis pelo alongamento dos tecidos e

diferenciagdo celular (TAIZ et al., 2017).
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Figura 18. Altura de Plantulas de pepino em funcdo do tratamento das sementes com filtrados fiingicos. F02 a
F17: isolados de fungos rizosféricos. Fonte: Autor (2020).
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Figura 19.Comprimento da radicula e pepino em funcao do tratamento das sementes com filtrados ftingicos.

Fonte: Autor (2020).

Todas as sementes tratadas com os filtrados flingicos foram capazes de emitir

radiculas sete dias ap6s incubacdo. Quanto a altura de plantulas, apenas as isolados FO07,
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F08, F09 e F10 foram capazes de estimular o alongamento das plantulas (Figura 120).
Assim, observa-se que mesmo que a isolado seja capaz de estimular o desenvolvimento de
radiculas no inicio do desenvolvimento vegetal, ndo ha consequente desenvolvimento da
plantula in vitro. Em adicdo, ndo foi observada a presenca de fungos na superficie ou
interior do meio ou por sobre as sementes tratada, sendo observado presenca de primérdios

miceliais no tratamento controle.

Controle

i

Figura 20. Crescimento de plantulas de pepino sob influéncia de extratos flingicos. Controle: semente nao
‘tratada com o extrato. FO8. Plantula bem desenvolvida: FO7 nlantula com desenvolvimento intermedidrio.

Por meio dos ensaios in vitro realizados é possivel registrar que os isolados de
fungos rizosféricos associados a cactaceas apresentam caracteristicas como promotores de
crescimento vegetal.

Os isolados estudados sdo capazes de solubilizar fosfato com baixa interferéncia do
pH do meio, produzir auxinas, desenvolver-se em meio a restricao hidrica, inibir o
crescimento de fitopatégenos e estimular a germinacdo e crescimento de plantulas, sendo
possivel afirmar que estas possuem potencial biotecnolégico para prospeccao em processos

industriais para aplicacdo na agricultura.
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CAPITULO IV

DESENVOLVIMENTO DE MUDAS DE TOMATEIRO (Lycopersicum sculentum L.)
EM FUNCAO DE PO DE ROCHA SILICATICA E INOCULACAO DE FUNGOS
RIZOSFERICOS

RESUMO - A producdo agricola mundial carece cada vez mais de tecnologias e
alternativas para producdo vegetal sem agressao ao meio ambiente, bem como recuperacao
das areas degradas. Nessa perspectiva, encontram-se os fungos rizosféricos promotores de
crescimento vegetal, os quais sdo amplamente utilizados na agricultura. Em adicdo, a
rochagem é um processo que despende uma grande quantia de p6 de rochas, as quais sao
classificadas de acordo com as condi¢des geoldgicas de seu local de extracdo sendo
mineralogicamente diversas. Nesse contexto, objetivou-se avaliar o potencial de promocao
de crescimento de tomate in vivo pela inoculacdao de fungos filamentosos isolados de
rizosfera de cactdceas em combinacdo com p6 de rocha silicatica. Os experimentos foram
realizados em delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial,
onde os fatores corresponderam a combinacdo dos isolados flingicos com o p6 de rocha,
bem como sua acdo de modo individual. Foram avaliados seus parametros biométricos, os
quais foram submetidos a andlise de varidncia. Assim, foi possivel observar que ha
interacdao positiva entre a inoculacdo dos fungos rizosféricos e o p6 de rocha, sendo
potencial para aplicacdo em campo para desenvolvimento de plantas de tomate.

Palavras-chave: Micro-organismos eficientes, rochagem, promotor de crescimento,
biometria.
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DEVELOPMENT OF TOMATOES SEEDLINGS (Lycopersicum sculentum L.) IN
FUNCTION OF SILICATE ROCK POWDER AND RIZOSPHERIC FUNGI
INOCULATION

ABSTRACT - Global agricultural production increasingly lacks technologies and
alternatives for vegetable production without harming the environment, as well as the
recovery of degraded areas. In this perspective, there are rhizospheric fungi that promote
plant growth, which are widely used in agriculture. In addition, stonemeal is a process that
uses a large amount of rock dust, which are classified according to the geological
conditions of their extraction site and mineralogically diverse. In this context, the aim of
this study was to evaluate the potential to promote tomato growth in vivo by inoculation of
filamentous fungi isolated from the rhizosphere of cacti in combination with silicate rock
powder. The experiments were carried out in a completely randomized design with a
factorial scheme, where the factors corresponded to the combination of fungal isolates with
rock dust, as well as their action individually. Their biometric parameters were evaluated
and submitted to analysis of variance. Thus, it was possible to observe that there is a
positive interaction between the inoculation of rhizospheric fungi and rock dust, being
potential for field application for the development of tomato plants.

Keywords: Efficient microrganisms, stonework, growth promoter, biometry.
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1. INTRODUCAO

O constante desenvolvimento da agricultura moderna e as necessidades crescentes
de adaptacdes em funcdo do crescimento populacional no que trata a demanda de
alimentos, tem suscitado busca de tecnologias e alternativas para prover incremento na
producdo agricola mundial. Nesse caminho encontra-se a tecnologia de aplicacdes de
micro-organismos promotores de crescimento vegetal, também conhecidos como micro-
organismos eficientes, os quais possuem varios mecanismos que, por meio de seu
metabolismo, conferem atributos de crescimento vegetal (SILVA et al., 2021).

Dentre os mecanismos de promocao de crescimento destaca-se a producdao ou
inducao de sintese de fitormonios (BABU et al., 2015), solubilizacdo e disponibilidade de
nutrientes essenciais para o desenvolvimento vegetal como P e K (HARO; BENITO, 2019;
SILVA et al., 2020), inducdo de resisténcia a pragas e doencas (HOSSAIN; SULTANA;
HYAKUMACHI, 2017), dentre outras caracteristicas que fazem esses micro-organismos
importantes no desenvolvimento de produtos para aplicacdo na cadeia produtiva da
agricultura, provendo incremento na produtividade.

Essa relacao entre plantas e microbios também esta relacionada a agoes sistémicas,
tais como a resisténcia ou resiliéncia a condi¢Oes abioticas, como explicado por Khan,
Wagas e Lee (2015), onde os autores explicam que a acdao de fungos do género Penicillium
exerce resisténcia a estresse abidticos por meio da inoculacdo desses fungos em plantas de
pimenta (Capsicum annuum), onde a sintese de hormoénios vegetais pelos fungos nas
plantas assemelha-se ao que ocorre quando da aplicagdo dos mesmos hormonios de modo
exogeno. Babu et al. (2015) mostram em suas pesquisas que fungos do género Penicillium
atuam na promocdo de crescimento ndo apenas quando testadas suas caracteristicas in
vitro, mas também na assimilacdo de aproveitamento de nutrientes em plantas de pepino.

Hossain, Sultana e Hyakumachi (2016) afirmam que a inoculacdao do fungo
Penicillium viridicatum no modelo biolégico Arabdopsis thaliana promove inducao
sistémica de resisténcia a Pseudomonas syringae pv. tomato, mediada pela colonizagdo
radicular e sinalizacao de etileno. Portanto, embora ja se discuta em muitos estudos sobre a
acao de fungos filamentosos como os do género Trichoderma e os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), outros géneros e espécies apresentam potencial para promocdo de

crescimento.
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Ismail et al. (2018) descrevem que o fungo Aspergillus japonicos possui habilidade
de promocao de crescimento vegetal em condi¢Oes 6timas e sob estresse. Em adicdo, os
autores afirmam que a aplicacdo desse fungo em culturas de interesse agricola como
girassol e soja proporciona a qualidade nutritiva e produtiva dessas culturas. De mesmo
modo, pesquisas conduzidas por Lu et al. (2019) demonstram que a utilizacao do extrato
do fungo Paecilomyces variotii promovem crescimento e resisténcia sistémica em plantas
de Arabdopsis.

Em adicdao as tecnologias utilizadas para incremento e implementacdo da
produtividade agricola, outras alternativas para a nutricdo de plantas e melhoria da
qualidade dos agroecossistemas tém sido pesquisadas. Isto pois, a utilizacdo de nutrigcao
mineral das plantas por muitas vezes se torna onerosa e ndo completamente aproveitada,
dadas as condic¢Ges edafoclimaticas e as necessidades nutricionais de cada cultura.

A rochagem é compreendida como uma técnica baseada na adicdo de pé de rocha
de variados tipos de rochas ou minerais que possuam a habilidade de alterar positivamente
a fertilidade dos solos (WELTER et al., 2011). Essa técnica pode ser considerada como um
tipo de remineralizacdo, onde o p6 de rocha é utilizado para rejuvenescer solos pobres ou
lixiviados, sendo fonte natural de fésforo, potassio, calcio e magnésio, além de uma série
de micronutrientes indispensaveis a nutricao vegetal (THEODORO et al., 2006), os quais
seriam originalmente oriundos da adubagdo mineral convencional.

Essa tecnologia, conforme o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), pretende modificar a tendéncia no uso de insumos quimicos, bem como tornar-se
uma pratica acessivel ao agricultor, especialmente pelo seu baixo custo. Remineralizador
pode ser definido entdo como um material de origem mineral que sofreu reducao e
classificagdo de tamanho por processos mecanicos e que altera indices de fertilidade do
solo por meio da adi¢do de macro e micronutrientes para as plantas, bem como promove a
melhoria das propriedades fisicas, quimicas como também da atividade biolégica dos solos
(BRASIL, 2013).

Dada a sua natureza geologica, a maioria das rochas precisa ser processada para
estimular e acelerar o processo de liberacdo dos seus nutrientes. A moagem, em diferentes
granulometrias, é o primeiro passo para facilitar a disponibilizacdo dos macro e
micronutrientes, uma vez que provoca o aumento da superficie de contato e,
consequentemente, facilita a acao de processos intempéricos e microbioldgicos,

aumentando a solubilidade mineral. Logo, a aplicacdao das técnicas de remineralizacdo por
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meio de rochagem em associagdo com a inoculacdo de sementes é uma alternativa
promissora, uma vez que micro-organismos como os fungos rizosféricos possuem a
habilidade de solubilizar nutrientes para que estes sejam disponibilizados as plantas de
interesse (SILVA et al., 2021), entretanto, estudos que tratam dessa associacao ainda sao
incipientes, porém necessarios para adogao de técnicas e desenvolvimento de bioprodutos
para aplicacao agricola.

Para a producdo de mudas, é necessario uma série de fatores que permitam que
estas possuam um firme estabelecimento e pleno desenvolvimento quando transplantadas
para o campo. Assim, a sanidade e vigor de mudas, como tomate (Lycopersicum
esculentum Mill.), cultura que sofre com o ataque de diversas pragas e doencas (CORREIA
et al.,, 2021). Desse modo, a aplicacdo de bioinsumos e agentes microbianos sao
alternativas para desenvolvimento de mudas sadias e estabelecimento no campo
(ARAUJO; CARVALHO, 2009; CORREIA et al., 2021).

Portanto, vistas as necessidades de desenvolvimento tecnoldgico e aplicacdo de
tecnologias, objetivou-se por meio desse estudo avaliar o desenvolvimento de mudas de
tomateiro (L. esculentum Mill.) sob inoculagdo de fungos filamentosos isolados de
rizosfera de cactadceas com e sem associacdo com aplicacdao de p6 de rocha silicatica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Origem e descri¢cao dos micro-organismos e pé de rocha

Os fungos utilizados no presente estudo foram isolados de rizosfera de cactaceas
localizadas em area em processo de salinizacdao e desertificacdo decorrentes da acao
antropogénica (NASCIMENTO et al.,, 2018), no municipio de Ouro Branco, Alagoas.
Todos os isolados estdo devidamente identificados e depositados na colecao de micro-
organismos do Laboratorio de Microbiologia Agricola do Campus de Engenharias e
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas, bem como sua identificacdo

depositada no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) conforme Tabela 4.
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Tabela 6. Descricao dos isolados fungicos rizosféricos e seus respectivos acessos no GenBank.

Isolado/Cédigo Espécie/Género Acesso GenBank
F02 Penicillium sp. OK210351
F04 Aspergillus sp. 0OK210353
F05 Coprinellus radians 0K210350
FO07 Aspergillus sp. 0OK210342
F08 Neurospora sp. OK178929
F09 Coprinellus radians 0OK178928
F10 Aspergillus sp. 0K210345
F11 Penicillium sp. 0K210326
F14 Paecilomyces sp. OK210352
F15 Penicillium sp. OK210344
F17 Paecilomyces sp. OK210347

O po de rocha silicatica em estudo é um residuo do processo de producao de brita
de mineracdo localizada na Zona da Mata alagoana. Trata se de uma mistura de rochas
igneas intrusivas: Granodiorito, Biotita monzogranito e Sienogranito as quais contém como
principal fonte de potassio (K) cristais de K-Feldspato (50% - tipo Microclina e

Plagioclasio). Estes minerais se apresentam algumas vezes alterados para argilominerais.

2.2 Preparacao das sementes

As sementes utilizadas foram extraidas de frutos de tomate de mesa maduros
adquiridos em feira livre. Para tanto, a mucilagem foi completamente removida e lavada
em peneira e agua corrente. Posteriormente, ap6s remocdo de toda a mucilagem e
permanecendo apenas as sementes nuas, estas foram submetidas a assepsia (hipoclorito de
sodio 1% por 1 minuto, alcool 70% por 30 segundos e triplice lavagem em agua destilada
esterilizada). Apos esse procedimento, as ementes foram dispostas em bandeja contendo
papel filtro e acondicionadas em camara de fluxo laminar com ventilagdo forcada para
secagem.

Apos a secagem, as sementes foram submetidas as andlises de pureza (%),
germinacao (%) e vigor (%), conforme metodologia proposta pelo MAPA (BRASIL,
2009). Assim, observada pureza (100%), geminacao e vigor (95%), as sementes estavam

aptas para 0s ensaios posteriores.
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2.3 Producao do inéculo e plantio

Para a preparacao do inéculo, os isolados foram crescidos previamente em placas
de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) por 10 dias. Apés esse
periodo e constatando a presenca de esporos por sobre a formacdo das col6nias, estas
foram entdo raspadas com auxilio de uma espatula metélica estéril e a superficie da placa
lavada com Tween 80 (0,01%, v/v) para remocao de conidios e esporos. Em seguida, a
lavagem da placa foi filtrada em gaze estéril e depositadas em erlenmeyer contendo agua
destilada estéril (100ml), seguida da contagem e padronizacdao dos esporos em visualizagao
em microscopio optico em camara de Neubauer, ajustando a concentragao de esporos em
10*esporos por mililitro.

Para o plantio, foi utilizado solo esterilizado por autoclavagem em dois ciclos de
1h. O solo possuia as seguintes caracteristicas quimicas: pH em agua 5,4; Na (mg/dm ) 20;
P (mg/dm’) 17; K (mg/dm’®) 115; Ca (cmol/dm®) 1,90; Mg (cmol/dm’) 1,46; Al
(cmol/dm®) 0,55; H+Al (cmol/dm®) 4,92; CTC efetiva (cmol/dm?®) 4,29; CTC Total
(cmol/dm®) 8,66; MO (g/kg) 27,8; V(%) 43; m (%) 13; Saturacdo de Ca (%) 21,9;
Saturagdo de Mg (%) 16,9; Saturacdo de K (%) 3,3; Saturacdo de Na (%) 1.

O solo foi acondicionado em vasos plasticos de volume total de 500 ml, seguido do
plantio das sementes (5 sementes por vaso) e adicao de 1 ml do inéculo com pipetador. O
p6 de rocha silicatica foi adicionado previamente as sementes, sendo um volume de 1,5g
por vaso, conforme regulamentacdo do MAPA (BRASIL, 2016).

O experimento foi conduzido em telado protegido com rega didria com agua de
torneira, observando-se o tempo de germinacdo, o qual ocorreu seis dias apds semeadura
(DAS) compreendendo este ao momento em que ocorreu germinacdo homogénea nos
tratamentos. O experimento foi conduzido entdo por 25 dias apés emergéncia das plantulas
(DAE), com desbaste realizado ap6s o décimo dia. Apos esse periodo, as plantas foram
removidas cuidadosamente dos vasos e suas raizes lavadas em agua para remocao total do
solo, procedendo-se em seguida a mensuracao de seus parametros biométricos, os quais
foram altura de planta (AP), numero de folhas (NF), didmetro do coleto (DC),
comprimento radicular (CR), biomassa da parte aérea (BPA) e biomassa do sistema
radicular (BSR). Em adicdo aos parametros biométricos, foi realizada a avaliacdo visual da

sanidade e vigor das raizes inoculadas.
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2.3 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com cinco
repeticOes por tratamento, apoiando-se em esquema fatorial, o qual consistiu na avaliacao
das plantas em funcdo da inoculacdo com os isolados flingicos e inoculagdo associada a
adicdo do p6 de rocha (12x2). Os dados coletados foram submetidos a Andlise de
Variancia (ANAVA) pelo teste F, e as médias comparadas quanto sua significancia pelo
teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se do dos softwares Sisvar (FERREIRA, 2014) e
Rstudio (2020) apoiando-se na linguagem R (2013). Para modelar as variaveis preditoras e
resposta em relacdo a promocao de crescimento foi realizada a andlise de componente
principais (ACP) por meio do software Xlstat (ADINSOFT, 2021), adotando o modelo de

correlacdo de Pearson.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio dos resultados observados, inicialmente foi possivel constatar que
nenhuma das mudas de tomate apresentou quaisquer sintomas assemelhados a ataque de
patégeno no sistema radicular, bem como em suas folhas, o que torna o primeiro indicio de
acdo simbidtica entre os fingos estudados e a referida cultura, indicando que ndao ha
patogenia. O mesmo se observou na parte aérea, onde ndo foi detectado nenhum dano,
sintoma ou sinal. Em adicdo, observou-se que ha visivel diferenca no porte das plantas em

comparacao aos tratamentos controle (Figura 21).
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Figura 21. Mudas de tomate submetidas a inoculacdo com fungos rizosféricos (A-C), em combina¢do com pé
de rocha silicatica (D-E), e planta sem nenhum tratamento (F).

Promocdo de crescimento vegetal promovido por isolados de fungos como a
espécie Aspergillus niger apresenta producdo de acido giberélico e acido indolacético
(PATTAEVA; RASULOV, 2015; LUBNA et al., 2018). Esses hormonios vegetais atuam
na regulacdo do crescimento e alongamento celular nas plantas os quais estdo relacionados
com o maior crescimento observado nas plantas inoculadas. Varios autores relataram
efeitos positivos na inoculagdo de micro-organismos promotores de crescimento em tomate
(CORDERO et al., 2018; ZULUAGA et al., 2021). Essa promocdo de crescimento, como
relatado por Pii et al. (2015) pode ocasionar em modificacio da arquitetura e
funcionamento das raizes devido a producdo de fitormonios e outros sinais, contudo, sem
nenhum efeito adverso as plantas.

No que trata da biometria das plantas de mudas de tomateiro, o parametro AP
apresentou diferenca estatistica significativa (F, p<0,05). As variaveis preditoras (isolado e
p6é de rocha silicatica) apresentaram interacdo significativa na avaliacdo de seus
parametros, observando-se dependéncia entre si. As médias mostraram-se estatisticamente

significativas pelo teste de Tukey (p<0,05) (Tabela 6).



Tabela 7. Biometria de mudas de tomateiro (Lycopersicum esculentum Mill.) sob inoculacdo de fungos

rizosféricos e aplicacdo de p6 de rocha silicatica.
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AP! (cm) DC (mm)
P6 de rocha P6 de rocha
Isolado
Com Sem Com Sem
F02 5a* 6,16 ab 1,4 ab 1,4 ab
F04 7,2a 6,04 ab 1,5 abc 1,28 ab
FO5 7,22 a 5,78 ab 1,4 ab 1,5ab
F07 6,76 a 5,06 a 1,6 abc 1,94 b
F08 8,28 a 6,2 ab 2,36 cd 1,76 ab
F09 6,78 a 6,04 ab 2 bed 1,9 ab
F10 6,96 a 6,68 ab 2,8d 1,76 ab
F11 5,38 a 6,38 ab 2 bed la
F14 6,2 a 5,52 a la 2,1b
F15 6,88 a 7,58 ab la 1,7 ab
F17 7,84 a 6,6 ab 2 bed la
Controle 412 a 434 a 2 bed la
()% 30 26,52
NF (u) CR (cm)
P6 de rocha P6 de rocha
Isolado Com Sem Com Sem
F02 2a 2b 5,06 ab 4,92 a
F04 2,2 a 2,2 ab 4,34 ab 4,86 a
F05 2,8b 2b 4,9 ab 5,26 a
F07 3b 2b 4,16 ab 4,50 a
F08 3,2b 2b 5 ab 6,04 a
F09 2a 2b 3,90 ab 4,30 a
F10 2a 2b 5,10 ab 4,80 a
F11 2a 2b 3,24 a 4,12 a
F14 2a 2b 4,38 ab 5,58 a
F15 2a 2,6 b 3,58 ab 4,70 a
F17 2a 2b 6,34 b 5,56 a
Controle 2a 2b 2,42 a 3,82a
(9\% 12,9 30,45
BSR (g) BPA (g)
P6 de rocha P6 de rocha
Isolado Com Sem Com Sem
F02 0,0246 abc 0,0192 ab 0,1778 ab 0,2096 ab
F04 0,0259 abc 0,031 ab 0,2324 abc 0,2007 ab
F05 0,02424 c 0,0386 b 0,3666 bc 0,1623 ab
F07 0.0230 abc 0,0236 ab 0,2444 abc 0,1744 ab
F08 0,0324 bc 0,0324 ab 0,4536 ¢ 0,4024 b
F09 0,0254 abc 0,0188 ab 0,2112 abc 0,1884 ab
F10 0,03 bc 0,019 ab 0,1778 ab 0,2332 ab
F11 0,0189 bc 0,0126 ab 0,1512 ab 0,1858 ab
F14 0,0156 bc 0,018 ab 0,2060 ab 0,1408 a
F15 0,026 abc 0,0242 ab 0,2686 abc 0,3470 ab
F17 0,0223 abc 0,019 ab 0,3904 bc 0,2128 ab
Controle 0,0056 a 0,0056 a 0,0986 a 0,16 ab
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CVv? 52,1 48,75

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05). *AP: altura de plantas, DC: didmetro do coleto, NF: niimero de folhas, BR: biomassa da raiz, BPA:
biomassa da parte aérea. 2CV: Coeficiente de Variagao.

A variavel resposta DC mostrou interacdo significativa (F, p<0,05) entre as
variaveis preditoras, mostrando que tanto a inoculacdo dos fungos rizosféricos de modo
isolado quanto conjuntamente com a aplicacdo do p6 de rocha, proporcionou incremento
para a variavel (Tabela XX). Do mesmo modo, a variavel NF apresentou o mesmo
comportamento quanto as variaveis preditoras e resposta. DC apresentou diferenca entre as

demais variaveis resposta conforme modelo de ACP (Figura 22).

Variables (axes Fl and F2: 25,29 %)

e ———

2 (8,17 W

Figura 22. Analise dos Componentes Principais (ACP) das
variaveis resposta em plantas inoculadas com fungos
rizosféricos e submetidas a p6 de rocha.

Gomes Janior et al. (2011) ao estudarem a inoculacdo de fungos micorrizicos em
associacdo com biofertilizantes em plantas de tomate cereja verificaram que nao ha relacao
significativa entre esses dois fatores, onde somente a aplicacdo dos micro-organismos
prové o crescimento diametral do caule das plantas superiormente a aplicacdo do
biofertilizante, mesmo que de modo conjunto. O aumento no numero de folhas em
hortalicas e plantas cultivadas no geral é uma caracteristica desejavel, uma vez que sera

responsavel por expandir a area fotossintética e assim elevar o potencial produtivo da



107

cultura (TAVARES et al., 2019). As diferencas constatadas entre os fungos promotores de
crescimento para NF pode estar relacionado ao fato de que o desempenho da promocao de
crescimento por esses agentes biologicos seja dependente das propriedades e mecanismos
de acdo do organismo em questdo, sendo esta uma relacdo complexa realizada por meio de
interacOes entre fatores bioquimicos, producao de diversas enzimas, e compostos benéficos
(MACHADO et al., 2012), fatores esses que estdo relacionados ndo somente ao micro-
organismo e a planta alvo, mas também os condicionantes edafoclimaticos.

Em relacio ao CR, a inoculagdio com os fungos rizosféricos apresentou
significancia estatistica (F, p<0,05), assim como a aplicacdo do p6 de rocha associado com
os isolados rizosféricos, entretanto, de modo isolado, o p6 de rocha ndo demonstrou
incremento no que trata dessa variavel biométrica.

Maldaner e Christ (2020) em seu experimento avaliando a influéncia do p6 de
rocha basaltica na cultura da alface, descrevem que em ambos os cultivos o comprimento
do sistema radicular ndo demonstrou diferencas significativas em relacdo as crescentes
doses aplicadas, resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo, onde foram
apresentadas poucas diferencas entre os tratamentos, ndo havendo médias completamente
distintas, mas com proximidade estatistica embora diferentes estatisticamente (p<0,05).

A variavel resposta BR ndo apresentou significancia estatistica entre os tratamentos
e as variaveis preditoras, ndo sendo observada interacao entre tais fatores (F, p<0,05). Os
isolados fungicos apresentaram dentro da variavel resposta significativa, como também o
p6 de rocha (F, p<0,05). Assim, entende-se que esses condicionantes ndo atuam de modo
conjunto e ndo modelam a promocao de crescimento em plantas de tomate.

Para a variavel BPA, apenas a variavel preditora isolado (fungo) apresentou
significancia estatistica (F, p<0,05), ndo havendo interacdo entre os demais fatores
estudados. No desdobramento, ha interacdo entre isolado dentro de cada nivel de pé de
rocha (com e sem aplicagdo) com probabilidade de 5% pelo teste de Tukey.

Bojorquez et al. (2010) destacam que além do valor nutricional disponibilizado
pelos biofertilizantes aplicados na agricultura, a aplicacdo de micro-organismos benéficos
como os fungos tem um papel importante no desenvolvimento das plantas cultivadas.
Além do papel inerente ao crescimento vegetal por meio dos mecanismos bioquimicos
diretos, encontram-se ainda a supressao de patogenos e pragas agricolas.

Conforme Donato et al. (2021) a utilizacdo do fungo Penicillium sp. promove o

controle da atividade de formigas cortadeiras. Nesha e Suddiqui (2017) enfatizam que a
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inoculacdo de Paecilomyces lilacinus e Aspergillus niger sozinhos e em combinagdo
promove o controle de doencas radiculares em plantas de cenoura. Segundo Torres Junior
(2014) em estudos realizados com fungos filamentosos aplicados a cultura do tomate,
constatou que estes apresentam potencial de crescimento vegetal da cultura, como também
propiciam aumento da eficiéncia de absorcao de nutrientes e desenvolvimento da parte
aérea da planta. Machado et al. (2012) afirmam que os mecanismos de acdo dos fungos
promotores do crescimento vegetal sdao especificos e podem variar conforme o ambiente,
substrato, disponibilidade de nutrientes e interferéncia de outros micro-organismos.

No que infere sobre as caracteristicas promotoras de crescimento vegetal, a
literatura ndo apresenta um consenso fixo sobre qual parametro melhor adotar para inferir
sobre a capacidade promotora de crescimento. Como ja mencionado, o nimero de folhas é
uma variavel resposta importante no que trata dos processos fisioldgicos das plantas. O
sistema radicular, por sua vez, pode apresentar suas peculiaridades em relacdo a planta
estudada, onde seu alongamento propriamente nao reflete a promogao de crescimento, mas
também uma resposta a algum estresse abiotico.

Silva et al. (2014) afirmam que dentre os parametros biométricos utilizados para
avaliacdo da capacidade simbidtica promotora de crescimento por micro-organismos, pode
se adotar como representativo o didmetro do coleto, uma vez que essa resposta reflete a
auséncia de estiolamento, o que pode ser um falso positivo no que trata da altura de
plantas, ndo sendo esta tltima a variavel resposta mais representativa.

No que trata da aplicacdo de p6é de rocha em culturas agricolas, varios sdo os
exemplos de espectro de aplicacdo ja descritos. Li, Mavrodi e Dong (2020) elucidam que a
aplicacdao de p6 de rocha em sistemas agricolas proporciona melhoria nas qualidades do
solo em seus aspectos fisico e quimico, ocasionando em incremento de produtividade
agricola. Desse modo, entende-se também como uma alternativa para recuperacao de areas
degradadas.

Em estudo de revisdo realizado por Amott et al. (2021), os autores destacam a
importancia da realizacdo de mais pesquisas relacionadas ao entendimento e aplicagdo das
formas disponiveis dos pds oriundos da rochagem em funcdo das necessidades da
agricultura. Ainda frisam que sdo alternativas promissoras para promover a revegetacao de
areas degradadas pela acdo antropogénica fundamentada em ma exploracdo agropecuaria.

Tito et al. (2019) estudando a aplicagcdo de p6 de rocha como enriquecimento de

vermicomposto para aplicacdo na cultura do rabanete afirmam que este proporciona maior
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eficiéncia produtiva da cultura. Essa eficiéncia estad relacionada ao aporte nutricional
relacionado a influéncia do p6 de rocha na nutricdo da planta e absorcdo dos nutrientes
disponibilizados por esse processo.

A aplicacdo de p6 de granito no tomate para controle Tetranychidae representa
outro exemplo em que um produto a base de Si é capaz de controlar pragas herbivoras por
fornecer defesa direta/indireta por meio de aplicacdo foliar e/ou em combinagcdo como a
incorporacdao ao solo (FARAONE et al., 2020), como ocorre com a aplicacdo do p6 de
rocha silicatica. Conforme Mancuso et al. (2014) a aplicacdao de p6 de rocha incrementa a
exportacdo de nutrientes na cultura ao estudar Coffea arabica, com respostas similares a
aplicacdo convencional de nutrientes minerais potassicos.

Na busca da literatura foi possivel constatar que ndo ha desenvolvimento de
pesquisas relacionadas a associacao/combinacdo de pé de rocha silicatica e fungos para
promocdo de crescimento vegetal, onde os estudos sdo encontrados de modo
unidirecionais, sendo o presente estudo inédito em relacdo a esse tipo de pesquisa. Os
micro-organismos do solo coexistem com as raizes das plantas e influenciam em sua
nutricdo podendo ser explorados para diminuir o uso de fertilizantes minerais em prol da
sustentabilidade agricola mundial. Portanto, conforme esclarecem Haro e Benito (2019)
embora o papel dos fungos na nutricdo das plantas tenha sido estudado em profundidade
com relacao ao N e P, mais esforcos sao necessarios para desvendar os papéis desses

organismos na nutri¢ao de K.’

4. CONCLUSOES

A associagdo entre fungos filamentosos isolados de rizosfera de cactaceas em
associacdo a aplicacdo de p6é de rocha em tomate proporcionou o crescimento vegetal,
observado pela emissao de folhas e aporte de biomassa como mostrado nos resultados.

Registra-se aqui o primeiro estudo correlacionando a promocao de crescimento
vegetal por fungos filamentosos em tomate associado a aplicacdo de p6 de rocha silicatica,
tornando necessaria realizagdo de futuras pesquisas no que tange a associacdo entre esses
dois fatores, o que proporcionard o desenvolvimento de bioprodutos para aplicacdo

agropecuaria.
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